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RESUMO

GOMES, Ulrich Vasconcelos da Rocha. Tratamento Microbiolégico Sequencial de Solo
Proveniente de Unidade de Dessor¢cdo Térmica. Rio de Janeiro, 2011. Tese (Doutorado em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) — Escola de Quimica, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, 2011

Os residuos oleosos gerados nas operagdes industriais sdo perigosos e a gestdo correta
representa um desafio para o setor industrial. Tratamentos térmicos sdo amplamente
utilizados na remediacdo de solos contaminados por petroderivados, porém as temperaturas
empregadas podem permitir a presenga de compostos remanescentes ao final do processo. O
presente trabalho teve como objetivo avaliar estratégias de tratamento microbioldgico
sequencial de um solo oriundo de uma Unidade de Dessor¢do Térmica. No extrato total do
solo foram identificados os 16 HPA prioritarios da USEPA, ndo sendo detetadas dioxinas e
furanos. Em seguida, foi empregado um planejamento experimental fatorial completo 2°,
utilizando como varidveis de entrada: adi¢do de fertilizante mineral NPK, adicéo de glicerol
PA e presenca ou auséncia do bioaumento. A biodegradacdo dos HPA foi escolhida como
varidvel de resposta. A andlise estatistica indicou que a adicdo de glicerol PA em uma
concentragdo menor que 0,63 mg/kg, em detrimento do bioaumento e da adigdo de
fertilizante, foi o fator determinante na biorremediagdo. A partir desse resultado, foram
testadas as concentracdes de 0,32 e 0,16 mg/kg do cossubstrato. A primeira condi¢do
estudada obteve a melhor biodegradacdo dos HPA, em 60 dias de tratamento, 71,8+0,2%.
Posteriormente foi empregado glicerol bruto, proveniente da industria do biodiesel, em
condigdes similares, obtendo-se um percentual de biodegradagéo de 68,0+0,1%, confirmando
que o composto pode ser empregado como cossubstrato, bem como agregando valor a este
residuo. Os ensaios de ecotoxicidade no solo provaram que a biorremediagdo eliminou o

efeito fitotdxico ainda observado ap6s o tratamento térmico.

Palavras-chaves: Biorremediacdo. Bioestimulo. Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos. Glicerol. Dessor¢do

térmica.
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ABSTRACT

GOMES, Ulrich Vasconcelos da Rocha. Sequential Microbiological Treatment of Soil
Obtained from a Thermal Desorption Unit. Rio de Janeiro, 2011. Thesis (Post-Graduation in
Technology of Chemical and Biochemical Processes) — Escola de Quimica, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, 2011

Oily wastes generated in industrial operations are hazardous and proper management
represents a challenge to the industrial sector. Thermal treatment is a widely used technique
for oil-contaminated soil remediation however some temperatures may lead to the presence
of residual compounds. The purpose of this investigation was to evaluate the efficacy of
sequential microbiological treatment strategies in a soil obtained from a Thermal Desorption
Unit. The USEPA 16 priority PAHs were found in the soil extracts, but neither dioxins nor
furans were detected. Screening was then performed by using a complete 2° factorial
experimental design with these input factors: addition of mineral NPK fertilizer, addition of
pure glycerol and the presence or absence of bioaugmentation. PAH degradation was chosen
as the response variable. Statistical analysis indicated that the addition of pure glycerol at a
concentration lower than 0.63 mg/kg was the determinant factor in bioremediation. Based on
this result, further experiments were carried out using pure glycerol at 0.32 and 0.16 mg/kg.
The first condition resulted in the best PAH biodegradation at 60 days, 71.8+0.2%.
Afterwards, raw glycerol obtained as a by-product from the biodiesel manufacturing industry
was used in similar testing and achieved 68.0+0.1%, confirming that this compound may be
used as a cosubstrate and adding value to this residue. Ecotoxicity assays on soil samples
proved that bioremediation eliminated the phytotoxic effects still observed after the thermal

treatment.

Key words: Bioremediation. Biostimulation. Polycyclic Aromatic Hydrocarbons. Glycerol. Thermal

Desorption.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

A matriz energética atual depende de combustiveis fosseis e petroderivados. Com a
industrializacdo, o aumento dessa demanda gerou ao longo das décadas, impactos positivos na
qualidade de vida da populagdo mundial, bem como a perturbacdo ambiental, como um dos
seus maiores efeitos adversos, seja resultado de acidentes e vazamentos de 6leo, sejam por
atos de guerra (MOHAMED et al. 2006, LEMIEUX; LUTES e SANTOIANNI, 2004).

Independentemente do grau de desenvolvimento tecnoldgico e da gestdo ambiental,
toda atividade industrial de ampla escala gera grande quantidade de residuos, em
determinados casos, como no setor quimico e petroquimico, 0 manejo de residuos demanda
elevada atencéo, assim como recursos financeiros e humanos especializados (OUYANG et al.
2005).

Por se tratarem de substancias perigosas, a destinacdo final dos residuos é
cuidadosamente planejada, seguindo normas e parametros previstos por legislagdes, manuais
ou estudos técnicos (ROMBKE et al. 2005). Os residuos da indUstria do petrdleo e gés natural
estdo inseridos nesse contexto, por compreenderem uma mistura de hidrocarbonetos alifaticos
e aromaticos, metais pesados e compostos sulfurados, nitrogenados e oxigenados, de
toxicidade variada (MOHAMED et al. 2006, YUSTE et al. 2000).

Estima-se que 90% da descarga de contaminantes na natureza sejam de origem
antropogeénica e cerca de 70% de todos os contaminantes ambientais sejam hidrocarbonetos.
Em termos de contaminagdo por 6leo, o solo é considerado a por¢do mais afetada. Muitos
poluentes estdo no solo h& anos, porém o puablico ndo tem a consciéncia adequada da
magnitude e da importancia desse fato (WILCKE, 2007, NIKOLOPOULOU et al. 2006,

ALEXANDER, 2000).
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No caso de descarte de contaminantes em solos, todos os seus constituintes sao
impactados, incluindo a microbiota, considerada a chave central para a recuperacdo da &rea.
Tal recuperacéo € caracterizada como um processo lento, quando comparado a velocidade da
contaminagdo, mesmo que ocorra de forma gradual ou por vezes, indireta como nos casos de
microvazamentos e contaminagdo relacionada a pluviosidade (WATANABE e
HAMAMURA, 2003).

A variedade e a concentragdo dos contaminantes oriundos dos residuos oleosos podem
influenciar negativamente a fertilidade do solo, principalmente pelas caracteristicas de alguns
compostos, que podem ocasionar mutagdes e alteracbes na composi¢cdo da macro e da
microbiota nativa. N&o obstante, o aporte de hidrocarbonetos no solo proporciona ao longo do
tempo, a selecdo de micro-organismos degradadores, fundamentais ao processo de
recuperacio do sistema impactado (CRAWFORD et al. 2005). E importante enfatizar que a
natureza persistente de alguns contaminantes, como os Hidrocarbonetos Policiclicos
Arométicos (HPA), pode interromper ou estender o tempo do bioprocesso (HERWIIJNEN et
al. 2003).

Os HPA compreendem uma das classes de moléculas mais ocorrentes no ambiente. De
carater hidrofébico, estas moléculas tendem a se ligar fortemente as particulas do solo,
dificultando o bioacesso e consequentemente sua biodegradagdo. Além disso, o potencial
mutagénico e carcinogénico dos HPA é conhecido e amplamente divulgado na literatura
(GONG et al. 2007, MATER et al. 2006, ENELL et al. 2005, WATANABE, 2001).

Considerando a complexidade inerente aos solos, bem como a diversidade e natureza
dos contaminantes, varias tecnologias tém sido desenvolvidas e empregadas na remogao de
compostos quimicos poluentes. Dentre esse grupo de processos, destacam-se as operacgdes
térmicas, como por exemplo, a dessor¢do térmica, cuja maior vantagem diz respeito a

eficiéncia na remocédo de grande quantidade de constituintes em um curto espago de tempo
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(WARD; SINGH e VAN HAMME, 2003, REMMLER e KOPINKE, 1995). A dessorcao
térmica € uma técnica baseada no aquecimento do solo, em uma faixa de temperatura
variando de 100 a 350°C, na qual promove a transferéncia de massa dos contaminantes da
matriz do solo para a fase gasosa, sem que haja destruicdo desses compostos (MERINO e
BUCALA, 2007, LIGHTY; SILCOX e PERSHING, 1990).

A dessor¢do térmica ndo foi uma técnica desenvolvida para a destruicdo dos
compostos organicos, entretanto, algumas dessas moléculas podem ser parcialmente
decompostas, gerando produtos indesejados, como HPA, dioxinas e furanos (KULKARNI;
CRESPO e AFONSO, 2008). Recentemente, em uma extensa revisdo sobre produtos
formados a partir de mecanismos envolvendo pirélise e pirossintese, Ravindra, Sokhi e Van
Grieken (2008) enfatizaram a formagdo de compostos carcinogénicos e mutagénicos,
sobretudo HPA. A faixa de temperatura, na qual a maioria destes compostos é formada,
através de reacOes catalisadas pelos minerais presentes no solo, coincide com a faixa de
temperatura empregada na dessorcao térmica.

Neste contexto, o grau de eficiéncia desse processo pode estar sujeito as oscilagdes
intrinsecas das condigdes, em escala industrial, a reforma de moléculas, ao tipo do solo e ao
teor e natureza dos contaminantes. Tais fatores podem contribuir para a presenca de HPA e
outros compostos nos solos ja tratados, justificando a necessidade de um tratamento
sequencial, que tenha por objetivo, diminuir ou extinguir o risco que os HPA residuais podem
representar.

Geralmente, os tratamentos sequenciais para a remocdo de compostos em solo
envolvem combinagBes de metodologias complementares a um tratamento fisico ou quimico
prévio, cuja finalidade serd aumentar a disponibilidade das moléculas para uma posterior
remogdo por via microbioldgica. A utilizacdo de micro-organismos na remogdo de

hidrocarbonetos de petréleo em solos naturais encontra-se amplamente documentada na
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literatura, sendo considerada ambientalmente correta e com boa aceitacdo pela opinido
publica (JACQUES et al. 2007, SUPAPHOL et al. 2006, BONTEN; GROTENHUIS e
RULKENS, 1999).

De uma forma geral, dois tipos de abordagens podem ser aplicados na biorremediagéo
de solos: bioestimulo e bioaumento. Tais estratégias compreendem um conjunto de técnicas
consolidadas tanto pelo meio cientifico como pela indUstria. As metodologias que empregam
0 bioestimulo ou o bioaumento estdo atreladas as estratégias metabdlicas dos micro-
organismos, por exemplo, a producéo de biossurfatantes e o0 cometabolismo, as quais auxiliam
a remoc&o dos contaminantes do solo por converté-los em biomassa e metabolitos. Ressalta-se
que as interacdes ecoldgicas positivas entre diferentes grupos microbianos potencializam o
bioprocesso como um todo (SENEVIRATNE et al. 2008, CHAINEAU et al. 2005,
MULLIGAN, 2004).

Em solos, a biodegradagdo dos HPA é mais lenta quando comparada a outros
hidrocarbonetos. Tais moléculas ndo constituem fontes preferenciais de carbono, fazendo com
que o processo de remog¢do microbioldgica ocorra por meio de vias cometabélicas. Partindo
deste principio, a adi¢do de cossubstratos, como o glicerol, ao solo contaminado, pode
contribuir para o aumento da velocidade de biodegradacdo. O glicerol é um dos adjuvantes
mais empregados na funcdo de cossubstrato em diversos bioprocessos industriais e bons
resultados foram reportados na literatura quando da utilizagdo do composto na biodegradagao
de 6leo cru (ZHANG et al. 2005) e no processo de desnitrificacdo de aguas residuérias
(BODIK et al. 2009).

O glicerol possui diversas vantagens em relagdo a outros cossubstratos, tais como, a
propriedade osmorreguladora (NEVOIGT e STAHL, 1997), o fato de poder atuar como fonte
preferencial de carbono na sintese de biossurfatantes (BATISTA et al. 2006) e a grande

disponibilidade no mercado. Neste contexto, o glicerol bruto, um coproduto da industria do
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biodiesel, passa a ter valor agregado, pelo seu reuso dentro do setor de petroleo e gas, uma
vez que sua producdo e oferta vém sendo crescentes ao longo dos ultimos anos, por
conseguinte estimulam pesquisas visando o desenvolvimento de aplica¢des funcionais para o
produto (OOl et al. 2004).

O glicerol bruto é considerado um residuo industrial em funcdo da concentragdo de
metais alcalinos, sabdes e outras impurezas, oriundas do processo de produgéo de biodiesel e
mesmo na forma bruta, 0 composto pode ser assimilado como fonte de carbono para obtencéo
de energia e producdo de biomassa, apresentando resultados similares aos obtidos quando
empregado o glicerol PA (LIU et al. 2009).

Por tratar-se como uma matéria recente, na literatura pesquisada ndo foram
encontrados estudos que investigaram a aplicagdo do composto como cossubstrato durante a
biorremediacdo de solos contaminados com HPA. Outro ponto importante refere-se a
auséncia de investigacOes sobre as estratégias de tratamento sequencial, microbiolégicos ou
de outra natureza, na remocao dos HPA residuais em solos tratados por dessorcéo térmica.

A Unica explicacdo para a deficiéncia deste tipo de abordagem pode estar na prdpria
bibliografia relacionada ao tema “dessor¢do térmica” como um método propriamente dito.
Até hoje, a literatura especializada se preocupou apenas em esclarecer as ddvidas relacionadas
aos possiveis pontos criticos do processo, bem como demonstrar e discutir a sua eficacia, sob
0 ponto de vista das analises fisico-quimicas, negligenciando o grau de risco que uma possivel
presenca de compostos residuais, pode representar, como nos casos da fitotoxicidade, do
bioacimulo e da biomagnificagdo, mesmo quando as concentragdes de compostos
remanescentes sdo baixas. Neste cenario, torna-se clara a necessidade de estudos que visam
investigar como a integracdo de metodologias pode garantir a real eficacia da intervencéo.

Por razbes ja mencionadas, um questionamento sobre a presenga dos HPA residuais no

solo pode vir & luz, tornando possivel a percepcéo da existéncia de lacunas no que diz respeito
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ao risco a salude humana e ambiental, representado por tais compostos. Estas lacunas podem
também se estender aos eventos que se seguem ao tratamento de solos por dessor¢éo térmica,
diretamente relacionados a microbiota, a dinamica dos nutrientes no solo e a recuperagdo do
equilibrio do ecossistema (DAZY; FERARD e MASFARAUD, 2009).

As informagdes presentes neste documento dissertam sobre o ineditismo do tema e
descrevem estratégias de tratamento microbioldgico sequencial, em escala de laboratério, de
um solo previamente tratado em uma Unidade de Dessor¢do Térmica, em escala industrial,
contendo ao final deste processo, baixos teores de HPA residuais, implicados na toxicidade de

grau moderado a alto, nos vegetais testados.
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CAPITULO 2
OBJETIVOS

2. 1 - Objetivo geral

» Auvaliar o tratamento microbioldgico sequencial de um solo tratado por dessorcdo

2.2

térmica, utilizando a degradagdo dos 16 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaéticos
listados pela United States Environmental Protection Agency, como variavel de

resposta.

Objetivos especificos

Caracterizar o residuo oleoso de fundo de coluna da camara de destilacdo a vacuo,
contaminante do solo.

Avaliar a eficiéncia do tratamento térmico através da caracterizagdo das amostras de
solo antes e depois do processo.

Identificar os contaminantes residuais no solo apds tratamento térmico.

Investigar a biodegradacdo dos hidrocarbonetos residuais identificados, empregando
técnicas de bioestimulo e bioaumento, com uso de ferramentas estatisticas e de
planejamento experimental.

Utilizar o glicerol bruto, residuo da fabricagdo do biodiesel, como cossubstrato do
processo de biodegradacdo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos residuais.
Avaliar a fitotoxicidade dos solos pré e pos-dessor¢do térmica, bem como ap6s a

biorremediacéo.
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CAPITULO 3
REVISAO DA LITERATURA

3.1 Residuos da industria do petrdleo

Ha pouco mais de 150 anos, desde a primeira exploragdo comercial do petréleo nos
Estados Unidos, o ouro negro, como ficou conhecido, firmou-se como um dos mais
importantes pilares da atividade humana em toda a historia, assumindo uma posicdo
privilegiada em nossa sociedade e decidindo os progressos, comodidades, beneficios
oferecidos e a organizacdo de como a conhecemos (CHEREMISINOFF e ROSENFELD,
2009).

O oleo cru necessita de varios tratamentos, sendo o refino, a operacéo, pela qual séo
obtidos os derivados, com maior valor comercial, ao menor custo operacional. O processo do
refino do petr6leo consiste em etapas de separacdo, conversdo, tratamento de derivados e
formulacdo. Na etapa de separacdo ocorre o desmembramento das fragbes béasicas do dleo
empregando operacdes primarias, como a destilacdo atmosférica e operacbes secundérias, por
exemplo, a destilagdo a vacuo (CUNHA, 2009, SZKLO, 2005).

Apoés a separagdo das fragdes, os residuos depositados no fundo das cdmaras de
destilagéo a vacuo sdo principalmente constituidos por resinas e asfaltenos. Nas operacdes de
conversdo, ocorre a transformacédo das fracbes separadas e também do residuo de fundo das
camaras de separacdo, através de reacdes de quebra, de reagrupamento ou de reestruturacéo
molecular, tais como, técnicas de craqueamento, alquilagdo e condensacdo de anéis,
respectivamente. Na fase de tratamento de derivados séo eliminadas ou modificadas algumas
propriedades indesejadas, associadas a presenca de diversos contaminantes do 6leo, como o

enxofre, por exemplo. Na etapa de formulagdo, os derivados do petr6leo sofrem um
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polimento, alcancando diferentes especificagdes de pressdo de vapor, peso especifico,
contetdo de enxofre, viscosidade, entre outras (CUNHA, 2009, SZKLO, 2005).

Apesar do planejamento e gerenciamento adequados nas refinarias, visando minimizar
possiveis perturbacBes ambientais, importantes impactos ainda podem ocorrer. Alguns
exemplos desses impactos sdo o consumo excessivo de dgua e energia, a producdo de grandes
quantidades de efluentes liquidos, a emissdo de gases toxicos e o efeito estufa, bem como a
geracdo de residuos sélidos, de dificil tratamento e disposi¢do (BAIRD, 2008).

De acordo com a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas, ABNT (2004), os
residuos sdo definidos como um material resultante da atividade humana de origem industrial,
domeéstica, hospitalar, agricola, de servicos e de varricdo. Em funcdo de suas caracteristicas
fisico-quimicas, podem representar risco para a saude publica e ambiental, dado os diferentes
graus de toxicidade, podendo ser teratogénicos, quando afetam a vida embrionaria;
mutagénicos, quando aumentam as taxas de alteracBes genéticas espontaneas e
carcinogénicos, quando aumentam a probabilidade do desenvolvimento de cancer.

Os residuos oleosos da industria do petrdleo compreendem uma mistura de substancias
hidrofobicas, de graus de recalcitrancia distintos e por vezes, carcinogénicas, podendo ser de
natureza orgéanica e inorgénica. Os residuos solidos, semissolidos e liquidos sdo formados em
muitas etapas do processo do refino e tratamento de efluentes, bem como durante o transporte
e estocagem da matéria-prima ou do produto pronto (DEUEL Jr. e HOLLIDAY, 1997). A

Tabela 3.1 apresenta alguns dos principais residuos gerados na industria do petréleo.

Tabela 3.1 — Residuos gerados na industria do petréleo listados por origem*

Tipo de operagao Exemplos

Refino lama do dessalinizador; residuo de fundo de tanque de

refino; residuo de coque; borras oleosas; catalisadores
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Refino (continuacéo) exauridos; finos do catalisador exaurido; finos depositados
nos tratamentos térmicos; lamas dos processos de
conversdo de produtos de fundo de camaras de destilacdo a
vacuo; aguas 4cidas; argilas de conversdo; argilas de
filtracdo de o6leo lubrificante; solidos emulsionados em
6leos; sedimento de filtracdo; lamas acidas; lamas de

enxofre; produtos fora da especificagéo.

Tratamento lamas do tratamento de efluentes; lodo de separacéo 6leo-
agua; sobrenadante de separadores; lodo biolégico; lama
de limpeza dos trocadores de calor e torres de refrigeracéo;

argilas de absorcéo.

Limpeza lodo de limpeza de tubos; lodo de limpeza de separadores;
lodo de poeiras do sistema de emissdo de gases; efluentes

oleosos em condensadores.

Transporte e estocagem sedimento de fundo do tanque de armazenamento; borras
oleosas; solidos emulsionados no 6leo; ferrugem; crostas;

solo contaminado por derramamentos.

* dados reunidos a partir de diversas fontes

Os residuos gerados na industria do petroleo e gés natural podem ser classificados
como residuos perigosos e ndo perigosos. Os residuos perigosos ou classe | apresentam
propriedades que lhes conferem graus de periculosidade, ou seja, inflamabilidade,
corrosividade, reatividade, toxicidade e patogenicidade. Ressalta-se que um residuo classe |
ndo necessariamente tem que apresentar todas essas propriedades (ABNT, 2004). As borras

oleosas, residuos de fundo de tanques e das cadmaras de destilacdo, lodos de tratamento de
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efluentes e de limpeza, aménia e catalisadores exauridos, isto é, saturados por metais pesados
e hidrocarbonetos, sdo exemplos de residuos gerados na industria do petréleo, pertencentes a
esta classe.

Os residuos ndo perigosos ou classe Il compreendem 0s compostos que nao se
enquadram na definigcdo para os residuos perigosos. Os residuos classe 1l se subdividem em
dois grupos: classe IIA ou ndo inertes, 0s quais podem apresentar caracteristicas como
biodegradabilidade, combustibilidade e solubilidade em &gua; e classe 1IB ou inertes,
caracterizados desta forma quando todos os seus constituintes solubilizados apresentam
valores inferiores aos padrdes de potabilidade da &gua, excetuando aspecto, cor, turbidez,
dureza e sabor (ABNT, 2004).

A Figura 3.1 apresenta o percentual de residuos perigosos gerados em uma refinaria de

grande porte.

B S6lidos emulsionados no 6leo (67,2%) B Catalisadores exauridos (25,0%)

0O Borra oleosa (4,5%) B Sedimentos depositados (2,4%)

B Lodo bioldgico (0,6%) O Lamas (0,4%)

B Argilas de absorgao (0,2%) B Residuo de fundo de camara de destilagdo (0,1%)

Figura 3.1 — Percentual de residuos perigosos gerados em uma refinaria de grande porte,

calculados a partir de dados de Mariano (2001)

Os residuos perigosos da industria de petroderivados sdo constituidos principalmente

por hidrocarbonetos aromaticos monociclicos, policiclicos e heterociclicos, de alta e baixa
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massa molecular, além de agua e particulas minerais, incluindo metais pesados. No ponto de
sua geracdo, podem conter, em media, 0s seguintes teores: 40-60% de 6leo, 30-90% de agua e
5-40% de solidos totais. Desta forma, qualquer residuo gerado em operagBes industriais
representa risco para o ambiente e um problema para o setor, determinando que o correto
gerenciamento dos residuos seja empregado, pratica existente mesmo antes do atual
movimento ecolégico (DAS e MUKHERJEE, 2007, LAZAR et al. 1999, DEAN, 2005). A
literatura sugere que antes da destinacdo de tais residuos, se faz necessario o emprego de
operacdes de manejo e de tratamento, como por exemplo, o acondicionamento seguro, a
estabilizacio e a disposicdo em aterros (MACHIN-RAMIREZ et al. 2008, MARIANO, 2001).

Quando se dispdem borras oleosas ou qualquer outro tipo de residuos em aterros, esse
processo deve ser conduzido de forma a garantir a estabilidade hidroldgica e mecénica, no
intuito de evitar lixiviagdo e contaminagdo por infiltragdes. Do contrério, 0 tratamento e a
disposicao final improprios desses materiais podem causar impactos relevantes e adversos,
principalmente ao solo e aos corpos hidricos subterraneos (RITTER et al. 2006, MISHRA et
al. 2001, VASUDEVAN e RAJARAM, 2001).

Ao se optar em dispor residuos oleosos diretamente no solo, a execugao equivocada ou
insegura dessa operagdo pode causar graves danos ao ambiente. No entanto,
independentemente do cuidado e da tecnologia empregada na disposicdo de residuos
diretamente no solo, a transferéncia de massa dos contaminantes através de suas camadas
pode ocorrer e dessa forma, o transporte da matéria organica pode seguir trés vias: parte se
dissolve na fase liquida do solo, outra fica retida nos poros e uma terceira, compde a fase
gasosa. Além disso, observa-se que a &rea onde ocorre a adsor¢do dos contaminantes nos
agregados é maior do que toda a area encontrada na superficie do solo (NADIM et al. 2000).

Uma vez em contato, os residuos do petréleo podem afetar propriedades importantes

do solo, tais como, permeabilidade, porosidade, densidade, resisténcia, estabilidade, umidade,
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entre outras. Em alguns casos, a acdo do tempo pode potencializar o impacto negativo no
bioacesso e na biodisponibilidade de certas moléculas, tornando os Hidrocarbonetos
Policiclicos Aromaticos uma das principais classes de compostos reconhecidamente

persistentes (SEMPLE et al. 2007, DUA et al. 2002, VISVANATHAN, 1996).

3. 2 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA)

Os Hidrocarbonetos Policiclicos Arométicos (HPA) compdem uma importante e
complexa classe de compostos ubiquos, dotados de dois ou mais anéis arométicos e
ciclopentanos, condensados e arranjados na forma linear, angular ou em grupos. Os HPA séo
geralmente formados a partir de hidrocarbonetos saturados, sob condigdes deficientes de
oxigénio, utilizando vias de pirossintese ou de pirolise, catalisadas por certos constituintes
presentes no meio (MUCKIAN et al. 2007, VO-DINH; FETZER e CAMPIGLIA, 1998).

Os HPA se originam a partir de trés fontes: 1 — vegetal, pela razdo de muitos dos
constituintes das plantas serem formados por moléculas aromaticas, tais como, carotenoides,
lignina, alcaloides e terpenoides; 2- geoquimica, quando a matéria organica € exposta a altas
temperaturas, permitindo a formagdo desses compostos; 3- antropogénica, mais comum e
muito acima do padrdo natural de formagdo (MUELLER; CERNIGLIA e PRITCHARD,
2005).

A maior preocupagdo com relacdo aos HPA diz respeito ao seu elevado potencial
mutagénico e carcinogénico, amplamente divulgados na literatura (MATER et al. 2006,
ENELL et al. 2005, WATANABE, 2001, entre outros). Dada a natureza hidrofébica, os HPA
sdo bem absorvidos pelos mamiferos, através de trés rotas de exposicao: ingestdo, inalagdo e

dérmica, resultando em mutacbes e perturbacdo nos gametas, além do acimulo na cadeia
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tréfica (FARHADIAN et al. 2011, CEBULSKA-WASILEWSKA et al. 2007, CHEN e LIAO,
2006).

Como xenobioticos, os HPA sdo considerados os principais contaminantes organicos
na natureza, tendo o solo como principal receptor. Essas moléculas podem sofrer
transformacgdes por de diversas vias: oxidacdo, fotolise, volatilizagdo e biodegradacdo. Os
principais fatores determinantes da rota de remogdo dos HPA estdo principalmente
relacionados ao ambiente e as propriedades quimicas dessas moléculas, por exemplo, tamanho
e 0 nimero e a configuracéo dos anéis (HAMDI et al. 2007, ZHANG et al. 2006, GONG et al.
2005, KANALY e HARAYAMA, 2000).

Os HPA séo classificados em dois grupos de acordo com o niumero de anéis em HPA
de baixa massa molecular, com dois ou trés e HPA de alta massa molecular, com quatro ou
mais anéis (DAUGULIS e McCRACKEN, 2003). A Tabela 3.2 apresenta as principais
caracteristicas dos dezesseis HPA prioritérios listados pelo 6rgdo americano de protegao

ambiental, USEPA (United States Environmental Protection Agency).
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Tabela 3.2 — Caracteristicas fisico-quimicas e classificacdo da atividade genotdxica dos 16 HPA prioritarios listados pela USEPA*

~ Ponto
nde Massa - genotoxicidade Solubilidade  de vapor dofudo G d
HPA anéis mol(e;:)ular (classes) Férmula (mg/L) (mmlgg) logKueo' Q) eb(li Ici:%éo (g/L)®
Naftaleno 2 128,17 2B CioHs 31,0 8,89x10™ 34 80 218 1,14
Acenafteno 3 154,21 3 C12H1o 3,8 3,75x10'3 3,9 94 280 1,02
Acenaftileno 3 152,20 -- CioHg 16,1 2,90x1072 4,1 91 280 1,01
Fluoreno 3 166,22 3 CisHio 1,9 3,24x10'3 4,2 116 295 1,20
Fenantreno 3 178,23 3 CuisHio 11 6,80x10™ 4.6 101 339 1,25
Antraceno 3 178,23 3 CusHio 0,045 2,55x10'5 45 218 340 1,25
Fluoranteno 4 202,26 3 CieH1o 0,26 8,13x10'6 52 111 375 1,25
Pireno 4 202,26 3 CieH1o 0,132 4,25x10°® 5.2 146 404 1,27
Benzo[a]antraceno 4 228,29 2B CigHio 0,011 1,54x10°7 5,6 162 435 1,27
Criseno 4 228,29 2B CigH1o 0,0015 7,80x10°° 59 254 448 1,27
Benzo[b]fluoranteno 5 252,32 2B CooH12 0,0015 8,06x10® 6,1 168 481 1,24
Benzo[k]fluoranteno 5 252,32 2B CooH12 0,0008 9,59x10™ 6,8 217 480 1,24
Benzo[a]pireno 5 252,32 1 CooH12 0,0038 4,89x10°° 6,5 179 495 1,24
Dibenzo[a,h]antraceno 5 276,34 3 CaoH1o 0,005 2,10x10™ 6,5 267 324 1,28
Benzo[g,h,i]perileno 6 278,35 3 CaoHig 0,00026 1,00x10™%° 6,6 278 550 1,30
Indeno[1,2,3-c,d]pireno 6 278,35 2B CooHis 0,062 1,40x1071° 7,1 164 536 1,30

fontes: IARC (2010); Bojes e Pope (2007), Cai et al. (2007), Eom et al. (2007), Zhang et al. (2006), Daugulis e McCracken (2003) e Pope, Peters e Howard (2000)
* United States Environmental Protection Agency
" classes: 1- carcinogénico para humanos; 2B- possivelmente carcinogénico para humanos; 3 — ndo classificado como carcinogénico para humanos

* constante de particdo agua/octanol
S densidade (g/L)
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Os dezesseis HPA prioritarios listados pela USEPA representam um modelo de
unidade geral para um grande grupo de moléculas e foram escolhidos utilizando critérios
baseados nos seguintes fatos: 1- h& bastante informacdo disponivel; 2- sdo compostos
representativos da classe, em termos de toxicidade e 3- se encontram em concentragdes
superiores aos demais HPA, consequentemente, aumentando o risco, pela maior exposicao
(RAVINDRA; SOKHI e VAN GRIEKEN, 2008, THOMAS e WORNAT, 2008)

A Figura 3.2 apresenta as estruturas quimicas dos 16 HPA prioritarios da USEPA.

Naftaleno Acenattileno Acenatteno Fluoreno
F-=mnt1’eno Antraceno Fluoranteno Pil‘r‘nn
Benzo[ a]'ultnceno criseno Benzn[b]ﬂuonntr‘lm Benzo[k]fluoranteno

XYY S “\3 M* enﬁe‘e

Benzo[a]pireno leenzo[a J]antraceno Benzu[gJu]penleno Indeno[1,2,3-c.d]pireno

Figura 3.2 — Estruturas quimicas dos 16 HPA prioritarios da USEPA (fonte:

RAVINDRA; SOKHI e VAN GRIEKEN, 2008)

As moléculas dos HPA sdo bastante hidrofobicas, em razdo de fendmenos de
ressonancia eletrdnica e outras propriedades quimicas, ligando-se fortemente as particulas do
solo, dificultando o bioacesso e aumentando a resisténcia a biodegradacdo (GONG et al.

2007, ENELL et al. 2005). Diversas razdes podem ser identificadas para explicar o carater
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persistente desses compostos: baixa solubilidade em &agua (JACQUES et al. 2008,
HARAYAMA, 1997), baixa biodisponibilidade (SAMANTA; SINGH e JAIN, 2002),
estabilidade molecular (KANALY e HARAYAMA, 2000, YUSTE et al. 2000), alto
coeficiente de adsor¢do no solo (MOHAMED et al. 2006, VAN HAMME; SINGH e WARD,
2003), altos pontos de fusdo e ebulicdo (GONG et al. 2007), atividade inibitéria da microbiota
(TOLEDO et al. 2006) e participagdo de reacfes de condensacdo de anéis e de formacéo de
radicais livres, catalisadas por metais do solo (RISOUL et al. 2005, LEDESMA et al. 2000,
KARIMI-LOFTABAD; PICKARD e GRAY, 1996).

O Ministério da Habitagdo, Planejamento e Meio Ambiente da Holanda considera a
soma da concentracdo de 10 HPA padrdes (naftaleno, antraceno, fenantreno, fluoranteno,
benzo[a]antraceno, criseno, benzo[a]pireno, benzo[g,h,i]perileno, benzo[k]fluoranteno e
indeno[1,2,3-c,d]pireno), cujos valores séo distintos para duas categorias denominadas valor
de referéncia, 1 mg/kg e valor de intervencéo, 40 mg/kg. O valor de referéncia indica o padréo
natural desses HPA no solo, ndo representando risco para a satde do ambiente e do homem.
Por outro lado, o valor de intervencdo refere-se ao caso de contaminagdo do solo, cuja
implantacdo imediata de estratégias de remediacdo da area é necessdria (NEDERLAND,
2006).

No Brasil, o Conselho Nacional do Meio ambiente, CONAMA, determina valores
orientadores dos HPA para solo, distribuidos em trés classes denominadas: referéncia,
prevencgdo e intervencdo. Os valores de intervencdo ainda estdo subdivididos em outras trés
categorias: para &reas agricolas, para &reas residenciais e para areas industriais. Diferente na
lista holandesa, os valores orientadores de intervencdo em &reas industriais ndo correspondem
a uma soma de 10 HPA padrdes e sim, a valores individuais, em mg/kg de solo seco, de 10
HPA, cujas concentragcbes ndo poderdo estar acima dos seguintes valores: antraceno (0,0),

benzo[a]antraceno  (65,0), benzo[k]fluoranteno  (0,0), benzo[g,h,i]perileno  (0,0),
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benzo[a]pireno (3,5), criseno (0,0), dibenzo[a,h]antraceno (1,3), fenantreno (95,0),

indeno[1,2,3-c,d]pireno (130,0) e naftaleno (90,0) (BRASIL, 2009).

3. 3 Vias para tratamento de solos contaminados com 6leo

Ao longo das Gltimas décadas, o aumento da necessidade da protecdo ambiental
proporcionou uma intensa cobranga por parte da opinido publica, motivada principalmente
por eventos de grande apelo visual e impacto na midia, tais como, os derramamentos de 6leo,
a poluicdo de corpos hidricos, as grandes chaminés de fabricas e o desmatamento de florestas.
O momento histérico que deu inicio ao que chamamos de consciéncia ambiental ocorreu a
partir do impacto causado pelas fotos do planeta Terra, vista no espago, tiradas por
astronautas, entre os anos de 1968-1970. Pela primeira vez na historia, o planeta foi visto por
inteiro e pdde-se perceber o quéo solitario e fragil estd no espaco. Nas décadas seguintes,
registrou-se o crescimento da preocupacdo com relacdo a poluicdo ambiental, protecdo de
areas naturais e crescimento populacional, entre outros. Por vezes, assuntos como a guerra fria
e a recessdo puseram a necessidade de protegdo ambiental em segundo plano, somente
tornando-se prioritario com a proximidade do inicio do século XXI (ODUM e BARRETT,
2008, LESCHINE, 2002).

O tratamento do solo contaminado por 6leo tem como objetivo a reducéo do volume
do contaminante e a desintoxicagdo da area impactada. Os métodos e tecnologias aplicados
séo limitados pelas condi¢Bes ambientais e requerem decisdo baseada em estudos de caso
(ANDERSON, 2002, NORDVIK, 1999, SAXENA e JOTSHI, 1996). A Tabela 3.3 apresenta

as principais estratégias aplicadas no tratamento de solos impactados com éleo e derivados.
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Tabela 3.3 — Exemplos de tratamentos de solos contaminados por dleo e derivados*

Tratamentos fisicos Tratamentos quimicos Tratamentos bioldgicos
Dessorgao térmica Queima in situ e ex situ Estratégias de Bioestimulo
Escavagéo e Aterro Injecéo de oxidantes Bioaumento

Extracéo do vapor do solo  Injecdo de emulsificantes Biopilha

Remocéo mecanica Aplicagéo de dispersantes Fitorremediag&o

Lavagem Extragéo por solvente Compostagem

Imobilizacéo In situ flushing Biorreatores
Biofiltros

Landfarming

* dados reunidos a partir de diversas fontes

Dentre as técnicas mais empregadas e comercialmente disponiveis para a remocao de
contaminantes em solos impactados por Oleo destacam-se 0s tratamentos térmicos,
reconhecidos por alguns autores, como 0s mais eficientes. No entanto, as alternativas
bioldgicas sdo consideradas menos invasivas e ambientalmente corretas. De acordo com a
temperatura empregada, 0s tratamentos térmicos sdo classificados em dois tipos: 1- técnicas
de dessorgéo, operando na faixa de temperatura entre 100 e 350°C, as quais promovem O
aquecimento do solo e a separacéo fisica através da transferéncia de massa para a fase gasosa
e 2- técnicas de destruicdo, operando na faixa de temperatura acima de 350°C, promovendo a
modificacdo quimica dos contaminantes (MERINO e BUCALA, 2007, SAXENA e JOTSHI,
1996).

A complexidade e a concentragdo dos poluentes, as propriedades dos solos e a
contaminacdo residual ap6s algumas alternativas de tratamento térmico, com énfase nos
compostos menos Vvolateis, sugerem a necessidade de alternativas sequenciais, menos
agressivas e economicamente atrativas. Nesses casos, 0s tratamentos bioldgicos seriam
indicados como uma complementacéo. Outro fator importante na determinacéo da estratégia

de tratamento de solos impactados com 6leo é o tempo necessario para a remediacdo. Esse
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periodo pode variar de poucos meses a muitos anos e a escolha do processo depende de
alguns fatores, tais como, qualidade e quantidade dos contaminantes presentes, tamanho e
profundidade da area contaminada, tipo de solo e condi¢cGes ambientais. Entre esses fatores, o
tipo do contaminante é considerado o parametro determinante (FRIIS et al. 2006, ENELL et
al. 2005, ARARUNA Jr. et al. 2004).

Geralmente, a interagdo entre os tratamentos fisico-quimicos com os tratamentos
bioldgicos ocorre de forma sequencial ou secundéria, sendo empregados antes ou depois da
biorremediacdo. Tais abordagens podem ser exemplificadas pela adi¢éo de solventes ao solo
ou pelo emprego do reagente de Fenton ou 0z6nio apds o biotratamento, respectivamente. No
primeiro exemplo, os compostos hidrofébicos sdo dissolvidos, favorecendo a assimilagio
desses compostos pelos micro-organismos, isto €, aumentando sua biodisponibilidade. No
segundo exemplo, as estratégias empregadas participam de reacOes de oxidacdo dos
contaminantes residuais e seus metabdélitos (GAN; LAU e NG, 2009).

Na extensa literatura consultada, a aplicacdo de qualquer tratamento bioldgico
sequencial para a remocdo de compostos residuais, em solos tratados por dessorcéo térmica,
ainda n&o foi executada, uma vez que os autores enfatizam a eficiéncia da operacéo baseados
nas caracteristicas fisico-quimicas do solo apds a passagem pelo forno. Contudo, ressalta-se
que as altas temperaturas e certas oscilagdes intrinsecas do processo podem promover

determinadas condic¢@es, nas quais, um tratamento secundario se faga necessério.

3. 3. 1 Dessorc¢ao térmica

A dessorcéo térmica € um processo de remogdo de moléculas no estado liquido ou
gasoso, aderidas & superficie, contidas nos micro e nos mesoporos dos solidos, através da

aplicacdo de energia térmica. O tratamento de solos contaminados utilizando o processo de
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dessorcdo térmica é considerado uma das técnicas de remediacdo mais adequadas e versateis,
dentre as existentes na atualidade. Isto se deve ao amplo espectro de contaminantes organicos
e de alguns metais que podem ser convertidos as suas formas volateis. Em solos
contaminados com 6leos, 0 método estd fundamentado no fendmeno de volatilizagdo dos
constituintes do contaminante, envolvendo equilibrio de fases e transferéncia de massa, sendo
a temperatura, um dos principais fatores do processo. Os tipos dos contaminantes, as
caracteristicas do solo, incluindo a textura e o tempo de residéncia do material nos
equipamentos, também sdo fatores importantes ao sucesso da dessor¢do térmica
(FALCIGLIA; GIUSTRA e VAGLIASINDI, 2011, DAZY; FERARD e MASFARAUD,
2009, GEORGE et al. 1995, BUCALA et al. 1994).

Vérias tecnologias podem ser empregadas na extracdo ou na recuperagdo de
compostos organicos, bem como no tratamento de solos contaminados por dleo. No entanto, a
partir da década de 1990, a dessorcdo térmica, apesar de envolver grande investimento,
recebeu destaque pela eficacia, ganho em tempo e menor investimento por tonelada de solo,
correspondendo & aproximadamente 50% dos gastos quando comparada a biorremediacéo.
Outras importantes vantagens apresentadas pela técnica sdo a possibilidade de remediar
grandes quantidades de solo em menor tempo, a ndo producdo de metabolitos por nédo
envolver atividade biolégica, o potencial de aplicacdo na recuperagdo do Oleo e a
possibilidade de aumentar a biodisponibilidade do contaminante através de sua redistribuicéo
no solo (ROBINSON et al. 2008, WORLD OIL, 2001, BROTEN; GROTENHUIS e
RULKENS, 1999).

Deve-se também ressaltar que embora o processo de dessor¢do térmica ndo tenha sido
desenvolvido para decompor moléculas organicas, alguns deles podem o ser, de forma parcial.
As temperaturas empregadas podem promover reagdes de isomerizagdo e ou alongamento de

cadeia, gerando a presencga de compostos residuais apos a passagem pelo forno. Em relacéo a
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este processo, a ndo destruicdo total dos constituintes toxicos pode se tornar um problema,
caso ndo haja um planejamento eficaz para descarte de residuos remanescentes. Outros pontos
criticos importantes da operacdo sdo a geracdo de emissdes de gases de efeito estufa e a
formacdo de produtos e subprodutos da combustdo incompleta, tais como, dioxinas, furanos,
Oxidos de enxofre e nitrogénio e os vapores de metais. Para contornar tais inconvenientes, a
Unidade de Dessorcdo Térmica possui um sistema de controle de poluigdo de gases, que sera
discutido mais adiante (POPE; PETERS e HOWARD, 2000, McGOWAN; GREER e
LAWLESS, 1996).

Os fendmenos envolvidos na dessor¢do térmica sdo divididos em duas etapas:
liberacdo de compostos organicos volateis e 4gua, seguida pela liberacdo lenta de 6leo com o
aumento gradual da temperatura, tendo como consequéncia a perda de massa representada
pelas perdas de &gua, hidrocarbonetos, material himico, metais e alguns minerais como
carbonatos. A dessor¢do térmica pode ser aplicada nos casos de solos contaminados com
misturas de hidrocarbonetos, no entanto, um elevado grau de atengé@o deve ser tomado quando
o tratamento envolve solos contaminados com 6leos ou residuos oleosos contendo elementos
metélicos em elevadas concentragfes, em especial, arsénio e mercurio, bastante comuns em
alguns dleos crus (WORLD OIL, 2001).

A natureza do Oleo e do solo pode requerer ainda, um elevado gradiente de
temperatura, associado a um aumento do tempo de residéncia no equipamento térmico para a
remocao satisfatéria dos contaminantes, conferindo o aumento significativo do custo, um dos
limitantes do processo (LEE et al. 1998).

Geralmente, as Unidades de Dessorcdo Térmica em escala industrial utilizam o

esquema simplificado apresentado na Figura 3.3.
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Efluente Gasoso
Tratado
Residuo o1 R ) \\3

Efluente Liquido
Tratado

Sdlidos
g | Tratados

Figura 3.3 - Esquema simplificado de uma Unidade de Dessor¢do Térmica. 1-
armazenamento do residuo; 2 — preparacdo e estoque; 3- admissdo; 4 — dispositivo
transportador; 5 — forno; 6- sistema de tratamento de gases; 7 — sistema de tratamento e
reciclo dos efluentes; 8 — armazenagem dos solidos; 6 — inclinagdo do forno (adaptado de
SECOND, 2000)

Segundo De Percin (1995), independentemente do tipo do residuo, esse material
necessita passar por unidades de operag@es de recepcdo e armazenamento temporario visando
dar condicdes para as analises no material recebido e o correto acondicionamento, respeitando
a compatibilidade quimica entre os varios materiais. Nessa etapa, pode ser verificado se 0s
materiais possuem propriedades radioativas, oxidantes, explosivas, entre outras, e por isso €
de fundamental importancia para a seguranga do processo e dos trabalhadores, bem como para
0 desempenho do processo. Os dados obtidos na recepgdo e armazenagem dos residuos
permitem escolher as operacOes unitarias a serem empregadas na preparacdo do material que
seguird para o equipamento térmico. Dentre essas operagBes, destacam-se a mistura dos
solidos e dos liquidos, moagem e a separagdo granulométrica. Assim, pode-se obter uma
mistura de residuos, com poder calorifico adequado, evitando explosdes dentro do forno e
reduzindo custos com energia.

Apos a etapa de preparagdo, também conhecida como blendagem, segue a operacéo de
admissdo. Nessa etapa, a massa a ser admitida no equipamento térmico é dosada, em geral,

com um equipamento denominado moega. A quantidade de material que sai da moega
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depende das caracteristicas da mistura preparada na etapa de blendagem, da temperatura do
forno, das dimensdes do equipamento e dos sistemas de controle de emissdes acoplados.

Apdbs a moega, encontra-se a operagdo de transporte dos residuos para o forno. Esta
etapa determina o fluxo de massa na entrada, de forma a garantir uma homogeneidade do
material, incrementando a eficiéncia do processo. O transporte de material para o forno pode
ser feito por meio de equipamentos mecénicos, como as correias transportadoras e 0S
parafusos-sem-fim. As operagdes manuais de transporte podem ser realizadas, no entanto, sdo
menos eficientes, pois apresentam dificuldades para manutencéo de velocidade constante e
estdo relacionadas aos problemas de satde ocupacional.

Ao serem admitidos no forno, os residuos entram em contato com a energia térmica
presente no equipamento. Esse contato pode ser feito de forma direta ou indireta. Os
equipamentos que possibilitam o contato direto dos residuos com a chama no forno sdo
denominados Unidades de Dessor¢do Térmica com chama direta, ja 0s equipamentos que nao
possibilitam o contato dos residuos com a chama s&o denominados de Unidades de Dessorcao
Térmica com chama indireta. Nesse caso, o calor é transferido a uma superficie que conduz
calor aos materiais nela dispostos. A temperatura de operagdo dos fornos varia, conforme o
ponto de ebulicdo dos compostos que se deseja remover dos residuos (DE PERCIN, 1995).

O tempo de residéncia dos residuos no forno é controlado por duas varidveis: a
inclinacdo e a rotacdo do forno. Os sistemas rotatorios para dessor¢do térmica sdo 0s mais
comuns e tais sistemas, quando aplicados em chama direta contracorrente, sdo considerados
mais eficientes para o processo (McGOWAN; GREER e LAWLESS, 1996). A Figura 3.4
apresenta o esquema de um forno rotatorio usado no tratamento de solos contaminados por

6leo.
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\ sentido da rotacdo

| Luz do forno

camada ativa
camada passiva

Figura 3.4 — Corte longitudinal de um forno rotatério (adaptado de HEYDENRYCH,;

GREEF e HEESINK, 2002)

A medida que ocorre 0 movimento giratorio, o solo dentro do tambor rotatério se
distribui em duas regifes com caracteristicas distintas. Proximo a base, forma-se a camada
passiva, que compreende a maior porgéo, enquanto que na parte superior, forma-se a camada
ativa. A camada ativa possui uma profundidade varidvel em funcéo da velocidade empregada
e das particulas que se movem da superficie para a parte inferior da face do rotor, ocorrendo
nesta regido a transferéncia de massa (HEYDENRYCH; GREEF e HEESINK, 2002).

O tempo de residéncia e a velocidade de rotacdo também promovem modifica¢des da
matriz sélida. Essas modificagdes sdo causadas pela quebra das particulas em fungéo do atrito,
gerando particulas com didmetros menores, principalmente na camada passiva. Além da
temperatura, a matriz do solo é outro fator importante e geralmente areia e cascalho produzem
resultados melhores que solos argilosos (ARARUNA Jr. et al. 2004, McGOWAN; GREER e
LAWLESS, 1996, RINK et al. 1993).

Os vapores e gases emanados no forno séo direcionados para o sistema de tratamento
de gases. Esse sistema pode possibilitar a condensacdo do efluente gasoso através da reducéo
da temperatura, permitindo, assim, a recuperacdo de contaminantes de interesse, como por

exemplo, hidrocarbonetos. Em outros casos, o sistema é equipado com uma camara de pds-
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combustdo, CPC, na qual ocorre nova adi¢do de calor no sistema, promovendo a oxidacéo da
fase gasosa. Para esse caso, a temperatura deve estar entre 800 e 1200°C (BRASIL, 2002).

Independentemente da presenca da CPC ou de sistema de condensagéo, os efluentes
gasosos emanados desses dispositivos sdo encaminhados para sistemas de resfriamento,
visando reduzir a formacgdo de outras moléculas, destacam-se as dioxinas e os furanos,
compostos altamente carcinogénicos. Os efluentes gasosos, em seguida, sdo encaminhados
para lavadores de gases e para ciclones e/ou filtros visando & remocéo de gases &cidos, 6xidos
de nitrogénio e de enxofre, bem como remocdo de material particulado (KULKARNI,
CRESPO e AFONSO, 2008).

A legislacéo brasileira preconiza que esses sistemas de tratamento de gases devem ser
equipados com sistemas automaticos para monitoramento das emissdes, possibilitando o
fechamento da entrada do forno para casos de emissdes fora dos padrdes estabelecidos,
auséncia de chama, baixo teor de oxigénio, alto teor de monoxido de carbono, entre outros
pardmetros que possam indicar queima inadequada (BRASIL, 2002). Esse processo de
monitoramento continuo das emissdes, com interligacdo da resposta analitica automatizada a
porta do forno é denominado de intertravamento.

Para resfriamento e tratamento dos gases usam-se liquidos e equipamentos diversos.
Os liquidos gerados na unidade sédo em geral, recirculados no processo com vista & redugéo
dos custos do processo e os solidos tratados sdo encaminhados para um local de
armazenamento para analises. Caso seja considerado adequado, o residuo tratado é
encaminhado para destino selecionado, caso seja considerado inadequado, retorna a etapa de
preparacéo, reingressando ao processo.

O tratamento térmico promove modifica¢cbes no solo, alterando suas caracteristicas
micro e macroscopicas, bem como muitas de suas propriedades fisicas, por exemplo,

resisténcia, plasticidade, densidade e capacidade de retencdo de &gua. A temperatura
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apresenta efeitos significativos principalmente na faixa acima de 100°C (ABU-ZREIG; AL-
AKHAS e ATTOM, 2001).

De acordo com McGrath, Sharma e Hajaligol (2001), dentro do forno ocorrem
concomitantemente, Véarias reacbes mediadas pela temperatura e pelo tempo de residéncia, de
modo que HPA podem ser eliminados e outras substancias podem ser transformadas em HPA,

através do processo denominado por “reforma” ou “sintese de novo™

, isto é, quando sob altas
temperaturas, moléculas complexas séo formadas a partir de precursores simples. Em recente
estudo, o catecol, molécula composta por apenas um anel aromaético, foi utilizado como
modelo para a investigacdo da formagdo de produtos de combustdo incompleta, sendo
observada a formacéo de 43 diferentes tipos de HPA, desde naftaleno (Cig) ao coroneno (C4)
(THOMAS e WORNAT, 2008).

Os compostos de C; a Cs constituem as maiores fontes para formagéo dos HPA. Tais
moléculas submetidas a temperaturas acima de 300°C perdem radicais alquila, gerando a
liberacdo de hidrogénio e de hidrocarbonetos leves, destacando-se o acetileno e o metano.
Neste cenério também é possivel a formacéo de radicais livres, que ao se combinarem com os
hidrocarbonetos leves, promovem reacdes de condensagdo de anéis aromaticos, bem como
interagdes com HPA de baixa massa molecular, produzindo isdmeros ou aumentando a massa
molecular por conta do alongamento da cadeia (RAVINDRA; SOKHI e VAN GRIEKEN,
2008, POPE; PETERS e HOWARD, 2000, BUCALA et al. 1996).

Neste contexto, pode existir também a conversdo de HPA ndo mutagénicos em HPA
mutagénicos como, por exemplo, pireno em benzo[a]pireno. Os HPA mais reativos sdo o
acenafteno, fluoreno, antraceno, e as formas metiladas de naftaleno, fenantreno e antraceno.

As reacgBes de isomerizagdo e aromatizacdo também podem ocorrer e serem catalisadas por

1 Do latim de novo — gue vem do novo, do inicio ou do zero
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minerais e metais presentes no solo (POPE; PETERS e HOWARD, 2000, REMMLER e

KOPINKE, 1995).

3. 3. 2 Biorremediagéo

A biorremediacéo é um processo que visa a recuperacdo de solos contaminados por
substancias toxicas pela agdo de micro-organismos. A biorremediacdo de solos pode ser
classificada em dois grupos: in situ, isto é, na prdpria area contaminada, ou ex situ, quando se
faz necessaria remocao fisica (MARGESIN et al. 2007, PALA et al. 2006, POPP;
SCHLOMANN e MAU, 2006).

Do ponto de vista do seu planejamento, a biorremediagdo de solo contaminado por
hidrocarbonetos € um processo transdisciplinar, envolvendo interagcdes entre engenharia,
microbiologia, ecologia, geologia e a quimica (SAMANTA; SINGH e JAIN, 2002). A
biorremediacdo é uma alternativa atraente e de baixo custo, baseada no estimulo da atividade
metabdlica dos micro-organismos para a conversdo dos contaminantes em substancias
atoxicas e biomassa (CHATNEAU et al. 2005, PLAZA et al. 2005, RAHMAN et al. 2002,
WATANABE, 2001). Entre as vantagens consideradas mais importantes da biorremediagéo
de solos contaminados por 6leo destacam-se: o custo, a possibilidade de aplicagdo em
conjunto a outros métodos de remocéo e a aceitacdo publica. Por outro lado, o acimulo de
metabolitos toxicos se caracteriza como a principal desvantagem do processo (CHAILLAN et
al. 2004, BOOPATHY, 2000).

A Dbiorremediacdo de solos contendo HPA requer tempo e apresenta maior
complexidade quando comparada aos processos desenvolvidos para tratamento de ambientes
contaminados com alguns hidrocarbonetos alifaticos. A maior dificuldade vem do fato de que

parte significativa dos HPA e de metabdlitos pode estar incorporado & matéria hdmica,
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tornando a razdo sorgdo/dessorcdo dos HPA, o principal fator governante de sua remogéo

(BARRIOS, 2007, WATANABE, 2001, YUSTE et al. 2000).

E importante salientar que fatores intrinsecos e extrinsecos incrementam a dificuldade

de biorremediar solos contaminados com HPA e alguns deles estéo listados na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 — Principais fatores limitantes na remocéo dos HPA no solo

Fatores Exemplos Referéncias
Intrinsecos da Microbiota
composicdo @vreas (2000)
tamanho e diversidade Liu et al. (2006)
versatilidade metabdlica Marin, Hernandez e Garcia (2005)
aumento da atividade enzimética Loser et al. (1998)
producéo de biossurfatantes Singh, Van Hamme e Ward (2007)
viabilidade de aceptores de elétrons  Mulligan e Yong (2004)
interacBes ecoldgicas Tilman (2000)
do Contaminante
natureza Atlas (1981)
tamanho e estrutura da molécula Bossert, Kachel e Bartha (1984)
biodisponibilidade Semple et al. (2007)
toxicidade de metabolitos Boopathy (2000)
histdrico da contaminagéo Ptaza et al. (2006)
Extrinsecos ~ do Ambiente
temperatura Dibble e Bartha (1979)
tempo Rivas (2006)

mudancas sazonais
umidade

matéria organica
nutrientes essenciais
pH

propriedades do solo

profundidade

Marschner e Kalbitz (2003)
Ettema e Wardle (2002)

Amellal, Portal e Berthelin (2001)
Cejkova, Masék e Jirkd (1997)
Rahman et al. (2002)

Margesin et al. (2007)

Vasudevan e Rajaram (2001)
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Extrinsecos  presenca de cossubstrato Romantschuk et al. (2000)

(continuacéo)

A biorremediacdo de solos contaminados com HPA é um processo controlado que
necessita aplicagdo de condi¢cGes muitas vezes ndo encontradas naturalmente. O revolvimento
do solo é uma das condicbes primordiais, permitindo a homogeneizagéo, ao mesmo tempo em
que promove aeracdo, quebra de agregados, eliminagdo de compostos volateis e 0 aumento do
contato de micro-organismos com nutrientes e substratos (JONER et al. 2004). O tipo e a
estrutura do solo afetam diretamente a biodisponibilidade do contaminante, bem como a
organizagdo e a densidade das comunidades degradadoras, consideradas os pontos centrais da
biorremediagdo (SCHERR et al. 2007).

Os micro-organismos dominam e possuem um papel fundamental na natureza, por
conta da sua biomassa e da atividade metabdlica, envolvendo na maioria das vezes a atuagao
de enzimas indutivas e constitutivas. Geralmente, os consoércios microbianos sdo o foco dos
processos de biorremediacéo, sendo a sua importancia atribuida a cooperagdo metabdlica e ao
cometabolismo (ALDEN; DEMOLING e BAATH, 2001, JOHNSEN; WICK e HARMS,
2005, SPAIN e VAN VELD, 1983).

A temperatura é considerada o principal fator na biodegradacdo dos HPA quando
presentes no solo. A faixa Otima esta estabelecida entre 30 e 40°C, facilitando a mobilizago
dos HPA e aumentando a solubilidade (PERFUMO et al. 2007, LEAHY e COLWELL, 1990),
como também refletindo diretamente na atividade microbiana, promovendo o aumento da
atividade enzimatica (POPP; SCHLOMANN e MAU, 2006).

A faixa de pH considerada ideal da biodegradacdo de hidrocarbonetos do petrdleo,
incluindo HPA, se encontra entre 7,4 e 7,8, sendo considerada 6tima em 7,8 e valores de 8,5
ou superior, ndo indicados (FRANCO et al. 2004, RAHMAN et al. 2002, ROWLAND et al.

2000).
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O teor de umidade entre 15 e 20% é considerado ideal da biodegradacdo dos HPA.
Nesta faixa, pode ser estabelecido um cenério propicio & competicdo entre as moléculas de
agua pelos mesmos sitios minerais de sor¢do dos HPA nos agregados do solo. Dessa forma,
maior quantidade de HPA pode ser encontrada ndo sorvida & matriz e como consequéncia, o
bioacesso pode sofrer um aumento (KOTTLER; WHITE e KELSEY, 2001).

A presenca de oxigénio € fundamental para o inicio do processo degradativo porque
diversas enzimas envolvidas na quebra das moléculas sdo oxigenases. A aeracdo artificial
acelera o processo e se caracteriza como fator determinante na velocidade da biorremediagéo
(LEAHY e COLWELL, 1990).

A concentragdo de nutrientes, representados principalmente por nitrogénio e fésforo é
o fator limitante mais comum da biorremediacéo de solos. As fontes de nitrogénio e fésforo
sdo essenciais para aumento da biomassa, refletindo diretamente na eficiéncia da
biodegradacdo (KIM et al. 2005, SARKAR et al. 2005, VAN HAMME; SINGH e WARD,
2003, O’DONNELL et al. 2001).

A melhoria da aeragéo, a corre¢cdo do pH e a umidade do ambiente, bem como a
adicdo de nutrientes compdem etapas da técnica de bioestimulo e visam adequar o ambiente
as melhores condigdes para a biodegradacdo (MARGESIN; HAMMERLE e TSCHERKO,
2007, BENTO et al. 2005, SARKAR et al. 2005).

Por outro lado, o bioaumento baseia-se na introducéo de micro-organismos originados,
na sua grande maioria, do préprio solo a ser tratado (DEJONGHE et al. 2001). A forma usual
da aplicacdo do bioaumento é realizada utilizando consdrcios microbianos. Preferidos no
lugar de culturas axénicas, 0s consdrcios microbianos sdo extremamente praticos, podendo ser
exclusivamente bacterianos (JACQUES et al. 2008, AYOTAMUNO et al. 2007),
exclusivamente fungicos (MEYSAMI e BAHERI, 2003) ou mistos, isto é, compostos por

bactérias e fungos (BOONCHAN et al. 2000).
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E estabelecido na literatura que a concentracdo do indculo esteja entre 107 e 10'
UFC/g para os solos onde a biodisponibilidade é um fator limitante, como no caso dos solos
contaminados por HPA. No caso do bioaumento, acredita-se que o indculo deve ser maior ou
igual & populagdo microbiana encontrada no solo a ser tratado. Isto pode promover garantias
contra obstaculos importantes a partir da inoculacdo, tais como, adaptacdo, predacéo,
competi¢do, imobilidade e substancias inibidoras como metabdlitos ou altas concentracfes de
cossubstratos e fertilizantes (MACNAUGHTON et al. 1999, VOGEL, 1996, LEAHY e
COLWELL, 1990).

Alguns autores sugerem, no entanto, que a interacdo das técnicas de bioaumento e
bioestimulo seria uma alternativa muito interessante, dada as vantagens que este tipo de
associacdo pode trazer para a biorremediacdo de solos contaminados por petroderivados
(HAMDI et al. 2007, NIKOLOPOULOU; PASADAKIS e KALOGERAKIS, 2007,
MARQUES-ROCHA et al. 2005). Outros autores comparam as duas técnicas na tentativa de
eleger qual o tipo ideal de tratamento, isto é, se 0 aumento da populag&o por injecdo de micro-
organismos ou por estratégias de bioestimulo. No entanto, cada histérico de contaminacéo é
Unico, ndo podendo assim ser apontado qual o melhor tratamento antes de uma investigacéo
prévia. Em algumas situacbes o bioaumento foi melhor que o bioestimulo (MANCERA-

LOPEZ et al. 2008) e em outras, foi observado o contrario (BENTO et al. 2005).

3. 4 Degradacdo dos HPA por micro-organismos hidrocarbonoclasticos do solo

O solo caracteriza-se como um ambiente de alta complexidade bioldgica, contendo a
maior porgéo de biodiversidade, contribuindo dessa forma, para a sustentabilidade de diversos
ecossistemas. Grande parte da atividade humana ocorre em terra, razdo pela qual é conferida

ao solo, a maior suscetibilidade a possiveis impactos, resultados da contaminag&o por diversas
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fontes, tais como pesticidas, residuos solidos urbanos e hidrocarbonetos do petroleo.
Particularmente o petroleo, produto explorado comercialmente desde 1859, apresenta um
significativo potencial de risco ao ambiente durante qualquer etapa de sua producéo,
distribuicdo e consumo (BARRIOS, 2007, PAUL, 2007, LILLEY et al. 2006, THOMAS,
2001).

A introducéo de hidrocarbonetos do petroleo no solo tem origem antropogénica em
mais de 90% dos casos. A presenca dos hidrocarbonetos no solo é responsével pelo aumento
da razdo C:N:P, tornando-a muito mais alta do que em ecossistemas livres desses compostos.
Em muitos casos, ao ser identificada a contaminacéo, encontra-se no solo uma mistura de
metabolitos com Oleos ndo biodegradados (NIKOLOPOULOU; PARADAKIS e
KALOGERAKIS, 2006, OLLIVIER e MAGOT, 2005).

As reagOes microbianas sdo a chave para a recuperagdo de solos contaminados por
6leo e o processo de adaptacdo dos micro-organismos na presenca do contaminante, bem
como o0 estresse causado ao ecossistema promovem uma pressdo seletiva permitindo que
geracOes de individuos hidrocarbonoclasticos se estabelecam (LEE; OH e KIM, 2008,
HAMAMURA et al. 2006). Ao longo do tempo, tais micro-organismos reduzem o avango da
contaminacdo através da formacdo de produtos menos toxicos ou da sua total mineralizacdo
(MULLIGAN e YONG, 2004, SMETS e PRITCHARD, 2003). A biodegradacdo de
hidrocarbonetos do petrleo em solo é dividida em duas fases distintas: a primeira, mais
répida e mediada pela biodisponibilidade do poluente e a segunda fase, mais lenta, controlada
pela relacdo sorcéo/dessor¢do dos hidrocarbonetos nos agregados do solo (KAPLAN e
KITTS, 2004, CORNELISSEN et al. 1998).

Em solos ndo contaminados por Oleo, estima-se que apenas 0,1% dos organismos
sejam hidrocarbonoclasticos, no entanto, nos casos de solos contaminados por longos

periodos, podem representar 100% dos individuos. A presenca de hidrocarbonetos do petréleo
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muda a composi¢cdo da microbiota endégena do solo e esta mudanga é proporcional a
concentragdo das substancias xenobidticas (MOON et al. 2006, ATLAS, 1981).

Cada classe de hidrocarbonetos é degradada por diferentes maneiras pelos micro-
organismos, utilizando enzimas indutivas e constitutivas. Ao longo do tempo, o fenémeno de
tolerancia ao contaminante é estabelecido, tornando o sistema mais resistente a estresses
adicionais, até que os hidrocarbonetos e os metabdlitos resultantes da biodegradacéo sejam
totalmente degradados (HAMAMURA et al. 2006, ZOCCA et al. 2004).

Os micro-organismos e as plantas sdo os maiores agentes de remogédo dos HPA do
solo. Dada a sua estrutura quimica, os HPA ndo sdo substratos de preferéncia microbiana,
entretanto, a maioria dos micro-organismos pode degradar HPA de baixa massa molecular,
utilizando-os como cossubstratos durante a metabolizagdo dos HPA de alta massa molecular
(BEN SAID et al. 2008, TOLEDO et al. 2006, YUSTE et al. 2000).

Nos solos contaminados por hidrocarbonetos de petroleo, pode ocorrer o
desenvolvimento de micro-organismos aerdbios, anaerdbios, facultativos e microaeréfilos.
Dentre os grupos predominantes, as bactérias Gram-negativas sdo as principais responsaveis
pela biodegradacdo dos hidrocarbonetos. Vale ressaltar que os fungos também séo relevantes
no processo de degradacdo dos HPA, dada a inespecificidade enzimatica, significativamente
importante durante a fase inicial (MARGESIN; HAMMERLE e TSCHERKO, 2007,
CHAILAN et al. 2006, TOBOR-KAPLON et al. 2005).

A concentracédo e a biodisponibilidade dos HPA no solo influenciam sua degradagéo,
por implicarem diretamente na taxa de transferéncia de massa para 0s micro-organismos. Em
condi¢cdes apropriadas, a microbiota utiliza de artificios e estratégias que visam driblar o
carater persistente dos HPA, por exemplo: quimiotaxia (CELANI e VERGASSOLA, 2010),
aumento da afinidade por HPA com producéo de fatores de adesdo (JOHNSEN; WICK e

HARMS, 2005), formacdo de biofilme (BURM@LLE; HANSEN e SORENSEN, 2007),
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cometabolismo (CARMICHAEL e PFAENDER, 1997) e aumento da solubilidade de
compostos hidrofobicos pela sintese de moléculas com propriedades emulsificantes e
surfatantes (DAS e MUKHERRJEE, 2007, YUSTE et al. 2000). Os bioemulsificantes e
biossurfatantes sdo substancias de diversas naturezas que interagem diretamente nas gotas de
6leo ou na interface Oleo/dgua e possuem caracteristicas importantes como, por exemplo,
baixa toxicidade, seletividade, biocompatibilidade e eficiéncia nos extremos para valores de
pH, temperatura e salinidade. Todo biossurfatante € um bioemulsificante, entretanto, nem
todo bioemulsificante é um biossurfatante (LUNA-VELASCO et al. 2007, SINGH; VAN
HAMME e WARD, 2007, BATISTA et al. 2006).

Tornar uma molécula biodisponivel é um processo dindmico, determinado pela
transferéncia de massa do substrato para as células microbianas e quanto maior for a massa
molecular do contaminante, menor serd a sua biodisponibilidade. Cabe ressaltar que, com
respeito & biodisponibilidade, a fracdo total presente do contaminante no solo é maior que a
fracdo acessivel ao micro-organismo, implicando no aumento das interagcbes microbianas
(SEMPLE et al. 2007, JOHNSEN; WICK e HARMS, 2005, ALEXANDER e ALEXANDER,
2000).

As bactérias sdo os organismos mais especializados na utilizagdo dos HPA como fonte
de carbono, apesar de que por vezes, o carater persistente dessas moléculas, possa constituir
um obsticulo ao processo de biodegradacdo. Embora algumas bactérias sejam dotadas de
estruturas de locomogéo como flagelos, tais micro-organismos podem penetrar cerca de 3 a 5
cm no solo & uma velocidade média de difusdo de 0,1 cm?.dia™, a0 mesmo tempo que a taxa
de dessorcdo dos HPA nos agregados € de muito baixa & nenhuma. Dessa forma, o bioacesso
as moléculas dos HPA depende muito mais das interacdes microbianas do que da propria
constituicdo morfolégica de um Udnico individuo. O transporte de micro-organismos

desprovidos de estruturas de locomogdo, através dos canais abertos pelas hifas, resultando um
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aumento do deslocamento para cerca de 1 cm? por dia € um claro exemplo de como as
interacGes entre bactérias e fungos podem ocorrer no solo (GONG et al. 2007, ZHANG et al.
2006, KOHLMEIER et al. 2005, JOHNSEN; WICK e HARMS, 2005; HARMS e BOSMA,
1997).

Huesemann, Huesemann e Fortman (2004) argumentam que a interacdo da microbiota
no solo torna o processo de biodegradacdo de HPA mais eficiente, pelo fato dos diferentes
micro-organismos possuirem diferentes estratégias metabdlicas, entretanto bactérias e fungos

ndo se diferenciam pelo modo de assimilacdo das moléculas, como mostrado na Figura 3.5.

Meio extracelular

2
1
.9.9.7. " D W B
203010, Aetieiftl
¥ B B B DI B B DA N
{ e b &
alt. 9.
/ / ’ /
4 d U % Y 4
......... {5 d
4 4 v d 1% Y 4
24 RA I B4
@

Meio intracelular

Figura 3.5 — Mecanismos de transporte dos HPA por micro-organismos: difusdo simples -
HPA de baixa massa molecular (1) e transporte facilitado - HPA de alta massa molecular (2).

O efluxo dos HPA ocorre com gasto de energia (3) (elaboragdo propria)

Nas bactérias e nos fungos, o transporte dos HPA do meio externo para o meio interno
da célula pode ser realizado sem gasto de energia, independente da temperatura, através de
difusdo simples ou por transporte facilitado. Isto se da em funcdo da baixa solubilidade em
agua e da elevada Ky dos HPA e pelos fosfolipideos presentes na membrana. A interacéo

entre a membrana externa e a molécula do HPA ocorre pela alta afinidade desse composto
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com os fosfolipideos, mesmo quando as células estdo mortas. A velocidade de difusdo é lenta,
dada a natureza polar na membrana e do HPA. Entretanto, a passagem do composto através da
membrana ndo é mediada pelo gradiente de concentracdo formado, sendo desta forma
dependente da presenca de metabdlitos intermediarios e/ou finais no interior da célula, uma
vez que o processo de metabolismo do HPA inicia assim que soluto é difundido para o meio
intracelular (ICHIKAWA et al. 2010, BATEMAN et al. 1986).

A maioria dos estudos sobre difusdo simples dos HPA foi realizada utilizando
compostos de baixa massa molecular. A partir de modelos matemaéticos gerados em um
estudo do efeito da ligacdo do fenantreno e fluoreno a uma matriz orgénica, concluiu-se que
HPA com mais de 24 atomos, isto é, com 4 ou mais anéis, podem ser transportados na
membrana a partir de transporte facilitado e para tal, é necesséario alta afinidade com a
permease (SABBAH; REBHUN e GERSTL, 2004).

Alguns autores sugerem a possibilidade de moléculas de HPA muito grandes serem
transportadas através da membrana por transporte ativo, porém este tipo de fendmeno ainda
ndo foi confirmado. Sabe-se que o gasto de energia pela célula ocorre durante o efluxo dos
HPA, nas condi¢des da molécula ser tdxica ao micro-organismo ou quando ndo ha
possibilidade de armazena-lo em vesiculas. O consumo de ATP durante a passagem do HPA
para 0 meio externo é explicado pela natureza hidrofébica da molécula e quanto maior for sua
Kwio, maior serd a demanda de energia (CHAUHAN et al. 2008, BUGG et al. 2000).

No caso dos fungos filamentosos, apesar da participacdo de enzimas extracelulares no
processo de degradagdo dos HPA, estes compostos também podem ser metabolizadas no meio
intracelular. Independentemente da massa molecular, apds a passagem pela membrana, 0s
HPA sdo armazenados em vesiculas lipidicas, localizadas nas hifas, as quais constituam

possivelmente o local inicial para oxidagdo desses compostos (VERDIN et al. 2005).
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A degradacgdo intracelular € na maioria das vezes iniciada pela fissdo do anel através
da incorporacdo do oxigénio molecular nos ndcleos arométicos. Nas condigdes de
anaerobiose, aceptores de elétrons alternativos, tais como NOg’, Fe*? e SO,2 sdo utilizados,
porém, a aerobiose é a principal via de degradagdo dos HPA (YUSTE et al. 2000).

Como apresentado na Figura 3.6, acredita-se que as vias metabdlicas utilizadas para
degradacdo aerdbica quer sejam os HPA de baixa massa molecular, por exemplo, naftaleno,
quer sejam os HPA de alta massa molecular, como o pireno, seguem o mesmo padrao, isto &,

a producdo de catecol com posterior formag&o de intermediarios do ciclo do &cido citrico.
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Figura 3.6 — Vias propostas para 0 metabolismo dos HPA de baixa massa molecular,
naftaleno (A) e de alta massa molecular, pireno (B) por bactérias aerébias. Fontes: Mrozik,

Piotrowska-Seget e Labuzec (2003); Kanaly e Harayama (2000)




Tratamento Microbioldgico Sequencial de solo... Vasconcelos, U. (nome para citacao)

O mecanismo de biodegradagdo dos HPA melhor compreendido diz respeito aos HPA
de baixa massa molecular iniciado pela acdo de mono-oxigenases e dioxigenases levando a
formacdo de intermediérios centrais que, convertidos por outras dioxigenases e mono-
oxigenases, formam o catecol. Por fim, a quebra do anel do catecol pode conduzir a sintese de
citrato, sucinato e fumarato, entre outros intermedidrios do ciclo do acido citrico. J& na
biodegradacdo dos HPA de quatro ou mais anéis, isto €, HPA de alta massa molecular, as
bactérias necessitam utilizar o recurso do cometabolismo e para isto, sdo necessarios sistemas
enzimaticos multicompetentes (ZHANG et al. 2006, SAMANTA; SINGH e JAIN, 2002,
KANALY e HARAYAMA, 2000).

Por conta das caracteristicas morfoldgicas dos fungos filamentosos, tais como, o
tamanho e os constituintes estruturais, por exemplo, as hifas, estes micro-organismos podem
alcancar regides mais amplas do solo, quando comparados as bactérias e por consequéncia,
estabelecem maior contato mecénico e enzimatico. A inespecificidade das enzimas dos fungos
promove o primeiro ataque aos HPA e através desse sistema enzimatico inespecifico ocorre a
formacdo de metabolitos menos toxicos e mais sollveis, podendo ser aproveitados por
diversos outros micro-organismos, incluindo outras espécies fungicas e bactérias (ROMERO
et al. 2010, LI et al. 2008, BOONCHAN; BRITZ e STANLEY, 2000).

Sabe-se que o sistema enzimatico dos fungos filamentosos envolve trés grupos
principais: lignina peroxidases, manganés peroxidases e lacases. Um dos grandes artificios
metabdlicos dos fungos diz respeito & liberacdo de altas concentracbes de enzimas, na
tentativa de suprir as perdas por sor¢édo ou complexagdo no solo. No entanto, muitos fatores
ainda conferem obstaculos, tais como, a formacdo de peroxidos e a biodisponibilidade
limitada das moléculas, entre outros (D’ANIBALLE et al. 2006, NOVOTNY et al. 2004,

CANET et al. 2001).
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3. 5 Glicerol: generalidades e uso como cossubstrato

O glicerol, glicerina ou 1,2,3-propanotriol (CsHgO3) é um alcool, liquido,
higroscopico, incolor, inodoro, viscoso, de sabor doce, solivel em &gua, insoltvel em éter
que se caracteriza como uma das moléculas mais abundantes na natureza, com inimeras
aplicacdes na indudstria, podendo ser transformado tanto por reagfes bioldgicas, quanto por
reagdes quimicas. No entanto, apesar da abundéancia, o glicerol é somente encontrado na
forma combinada aos acidos graxos compondo os triglicerideos, principais constituintes de
6leos e gorduras (DE ARRUDA; RODRIGUES e FELIPE, 2007, SDA, 1990). As trés
hidroxilas, grupamentos hidrofilicos que compdem a molécula do glicerol s&o responsaveis
pela alta solubilidade na &4gua e pela natureza higroscopica do composto. A sua baixa massa
molecular confere um elevado coeficiente de permeabilidade & membrana, implicando no
acimulo intracelular do composto pelos micro-organismos. Alguns deles, como os fungos,
garantem o acumulo de glicerol intracelular através de transportadores localizados na
membrana, com grande afinidade & molécula de glicerol (RAHMAT; ABDULLAH e
MOHAMED, 2010, DAVIS; BURLAK e MONEY, 2000).

A assimilagdo microbiana do composto pode ocorrer tanto via transporte passivo
como via transporte ativo. No primeiro caso, o glicerol penetra na célula por difusdo simples
ou por difusdo facilitada, mediada por proteinas. O transporte ativo acontece através de
simporte glicerol/H* ou glicerol/Na* dependente de ATP (RIVALDI et al. 2009, LIN, 1976).
Um grande ndmero de micro-organismos aerdobios e anaerdbios utiliza o glicerol, durante a
fase exponencial, para producdo de biomassa ou sintese de diversos compostos, tais como,
acidos organicos, gliceraldeidos, cetonas, alcodis, enzimas intracelulares e extracelulares

(JOHNSON e TACONI, 2009, DECKWER, 1995), como apresentado na Figura 3.7.
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Figura 3.7 — Principais rotas do metabolismo microbiano do glicerol (RIVALDI et al. 2009)

O glicerol possui um importante papel osmorregulador por desempenhar a fungéo de
soluto compativel. Muitos micro-organismos podem acumular uma variedade de compostos,
entre ions e moléculas organicas, em concentragdes superiores ao meio externo, gerando uma
diferenca de gradiente, o qual permite o fluxo de agua para o interior da célula, mantendo suas
funcdes vitais.

O glicerol em concentracdes menores que 1 mol/L mantém a mesma pressdo osmotica
dos poli6is de alta massa molecular, conferindo uma vantagem, do ponto de vista dos custos.
Além do papel como osmdlito, o glicerol acumulado realiza as fungbes de reserva de carbono

e energia, bem como de agente de protecdo das enzimas e estruturas intracelulares contra os
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efeitos das mudancas no meio externo, isto €, protecdo contra a dessecacdo e extremos de
salinidade e temperatura (D’ERRICO; CICCARELLI e ORTONA, 2005, WELSH, 2000).

Outra importante vantagem metabdlica do glicerol diz respeito ao fendmeno de
tolerancia dos micro-organismos a compostos toxicos presentes no meio. Em um estudo de
degradagéo de fenol utilizando 0,1% (m/v) de glicerol como cossubstrato, foi observado um
melhoramento no mecanismo de tolerancia microbiana ao fenol, discutido pelos autores como
um fendbmeno de “antagonismo & toxicidade”, ilustrado pelo aumento significativo da
populacéo microbiana e degradacéo completa do fenol (CHEN; CHEN e CHANG, 2007).

Quando o foco da investigacdo é a biodegradagdo de hidrocarbonetos, a propriedade
emulsificante do glicerol também pode ser explorada. Mais importante que a propriedade
emulsificante, o composto pode servir de substrato para sintese de biossurfatantes, durante a
fase estacionéria de crescimento, mesmo quando o glicerol estd presente em concentracdes
abaixo de 0,1 mol/L (PARTHASARATHI e SIVAKUMAAR, 2009, TURKOVSKAYA;
DMITRIEVA e MURATOVA, 2001).

E de extrema importancia o uso do glicerol como fonte de carbono soltvel, dadas as
diversas aplicagBes que o composto possui, incluindo o potencial para fins biotecnoldgicos,
considerando que ao longo dos anos, o produto se tornou uma fonte abundante e de baixo
custo, para o desenvolvimento de novas tecnologias (GALAN et al. 2009). A industria bélica
promoveu o primeiro grande aumento na demanda mundial de glicerol, em meados do século
XIX, com a invengdo da dinamite. A segunda elevagdo na demanda mundial ocorreu mais
recentemente, tornando mais nobres as aplicagbes praticas do produto, através do aumento da
producdo de biodiesel, em um cenério, cuja busca por combustiveis alternativos foi motivada,
principalmente, em funcgéo da politica de pregos e das projecdes sobre as reservas de petréleo
no mundo (MORITA et al. 2007, LEUNG; KOO e GUO, 2006, PINTO et al. 2005). O

biodiesel é obtido na maioria das vezes pelo processo de transesterificacdo, caracterizado pela
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reacdo entre os &cidos graxos presentes nos 6leos e gorduras, com um alcool de cadeia curta,
metanol ou etanol, em presenca de um catalisador alcalino, acido ou enzimético. A reacdo de
transesterificacdo resulta em uma mistura heterogénea composta de duas fases, uma de &cidos
graxos metilados, isto é, o biodiesel propriamente dito e a outra correspondendo ao glicerol
bruto (BOURNAY et al. 2005, OOl et al. 2004).

Desta forma, o glicerol bruto é o maior coproduto da industria do biodiesel. O
composto € caracterizado como um liquido de coloracdo marrom escura, de composi¢do
varigvel, dependente de diversos fatores, principalmente das condi¢cdes empregadas na reagao
de transesterificagcdo. Para cada litro de biodiesel sdo produzidos 100 mL de glicerol bruto,
contendo um teor de glicerol na faixa entre 85 e 98%. As impurezas mais significativas sdo a
agua, alcool, residuos do catalisador, glicerideos e sabdes, que variam de acordo com a
refinaria e 0 material utilizado na preparacéo do biodiesel. O custo do processo de purificagdo
do glicerol bruto é bastante dispendioso e neste contexto, encorajou diversos estudos por
alternativas biotecnoldgicas de aproveitamento deste residuo, apresentando resultados muito
semelhantes aos obtidos quando glicerol PA foi utilizado como substrato (CAVALHEIRO et
al. 2009, LIMA, 2009, EASTERLING et al. 2009, WOLFSON et al. 2009,
PAPANIKOLAQU et al. 2008).

O glicerol bruto pode ser utilizado como fonte primaria ou secundéria de carbono em
diversos bioprocessos enfatizando-se a producédo de biossurfatantes e a biorremediagédo. Como
0 composto é proveniente da industria do biodiesel, comercialmente o valor de mercado €
muito lucrativo, em comparagdo ao valor de outros substratos, em média US$ 0,08 por mL,
gerando um credito de US$ 115 milhdes, por tonelada, em um ano (ATHALYE; GARCIA e

WEN, 2009, BODIK et al. 2009, JOHNSON e TACONI, 2007).
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3. 6 Ensaios de fitoxicidade

A germinacdo das sementes é um mecanismo complexo, no qual se inicia com o
intumescimento da semente e termina com a emergéncia da raiz priméria e do cotilédone. Este
processo pode ser influenciado por diversos fatores, como por exemplo, a umidade, o pH e a
salinidade do meio (HAMDI et al. 2007, DOS SANTOS e CARDOSO, 2001). O tegumento
que envolve a semente, alem de servir de filtro de luz, participa dos estdgios iniciais da
germinagdo por estabelecer uma barreira de permeabilidade e interferir nos processos de
difuséo de &gua e troca gasosa, 0s quais exercem efeitos de constricdo ou expansdo mecénica
no embrido. Na maioria das espécies, 0 rompimento do tegumento ocorre através de processos
enziméticos e dessa forma, regulam o tempo de emergéncia da radicula (DOS SANTOS e
CARDOSO, 2001).

Entende-se por fitotoxicidade, a intoxicagdo de plantas por substancias presentes no
meio, as quais podem ser absorvidas e acumularem nos tecidos vegetais (ARAUJO e
MONTEIRO, 2005). A determinacdo da fitotoxicidade compreende um dos critérios mais
utilizados para avaliacdo da biodisponibilidade de compostos toxicos, a exemplo dos HPA,
empregando para isso, metodologias simples, rapidas e confiaveis (REYNOSO-CUERVAS et
al. 2008, WANG et al. 2002).

Na literatura, a maioria dos estudos relacionados a fitotoxicidade discutiu os efeitos
toxicos de pesticidas e de alguns metais, porém o nimero de publica¢des abordando o efeito
dos compostos derivados do 6leo vem sendo crescente (ANASTASI et al. 2009, HAMDI et
al. 2007, SVERDRUP et al. 2003). A fitotoxicidade dos HPA tem sido descrita como um
importante efeito adverso para o metabolismo das plantas, em concentragdes, que na maioria

dos estudos variam na faixa de 10 a 1000 mg/kg (DEBIANE et al. 2008, BAECK et al. 2004).
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Em contrapartida, as concentraces superiores a 1000 mg/kg de 6leo ja foram reportadas
como estimulantes do crescimento de plantas (REYNOSO-CUERVAS et al. 2008).

A OECD, sigla inglesa para Organizacdo de Cooperagdo e Desenvolvimento
Econdmico, 6rgdo com sede na Franga e ligado a Organizacdo de Alimentos e Agricultura das
Nagoes Unidas (FAO), em seu manual publicado em 1984, ainda em uso, sugere que o0s testes
de fitotoxicidade sejam realizados pelo menos com trés espécies vegetais, no entanto podem
ser reduzidos para uma dicotileddnea e uma monocotiledonea. Os testes buscam identificar os
pardmetros mais sensiveis, sendo a germinacéo da semente e a elongacéo da raiz, um dos mais
utilizados (OECD, 1984).

Outra caracteristica importante diz respeito ao efeito que o tipo e o tamanho da
semente exercem sob a resposta do teste, isto é, as sementes com dois cotilédones, pequenas e
escuras sdo mais sensiveis que as sementes maiores, com um cotilédone e claras (TIQUIA;
TAM e HODGKISS, 1996). Além disso, considerando que as sementes escuras absorvem
mais energia que as sementes claras, a presenca de luz para sua germinacdo é requerida,
enquanto que nas sementes claras, a germingéo pode ocorrer em condi¢Ges de presenga ou
auséncia de energia luminosa. Logo, as caracteristicas das sementes escolhidas devem ser
bem conhecidas, principalmente no que diz respeito ao seu tempo de germinagdo e
fotoblastismo (CORDAZZO e ARACAMA, 1998).

A maioria dos ensaios in vitro € preferencialmente conduzida por 5 dias e em auséncia
de luz, sendo assim, o resultado expressa a fitoxicidade do contaminante e ndo do produto das
reacOes foto-oxidativas que podem ocorrer durante o experimento (WIECZOREK e
WIECZOREK, 2007). As principais vantagens do método dizem respeito ao fato das plantas
crescerem independentemente da sazonalidade e da facilidade na manipulagdo. Além disso,
podem revelar potenciais candidatos para aplicacdo na fitorremediacdo (REYNOSO-

CUERVAS et al. 2008).
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CAPITULO 4
MATERIAIS E METODOS

4.1 A Unidade de Dessorcao Térmica (UDT)

A Unidade de Dessorcdo Termica (UDT) era movel e composta por um conjunto de
equipamentos de grande porte, acoplados de forma a montar um sistema para a remogéo de
compostos organicos do solo, por agdo de energia térmica, através da volatilizacdo dos
contaminantes e a posterior oxidacdo em camara de combustdo secundéria. A unidade
industrial era automatizada e composta por quatro sistemas: preparagdo e aducdo de solos
contaminados; dessorgdo dos compostos organicos; tratamento dos gases dessorvidos e por

fim, do sistema supervisorio, para o controle e o intertravamento da planta. O diagrama de

operacdo da UDT est4 apresentado na Figura 4.1.

Solo contaminado
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Figura 4.1 — Diagrama de operacdo da Unidade de Dessor¢éo Teérmica
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Considerando o fluxo do residuo na planta, o primeiro sistema era usado para a
preparacao e aducdo de solos contaminados. Esse conjunto de facilidades era constituido por
um pétio de mistura, peneira rotatoria, moega e correia transportadora dos solos. A correia
transportadora representava o elo com o segundo sistema, de dessorcdo térmica. Este sistema
consistia de um forno rotativo, construido em aco carbono e revestido por materiais
refratarios. O forno estava equipado com dispositivos para proporcionar e controlar a
velocidade de rotagdo e a inclinagdo do equipamento. O forno também contava com
queimadores que operavam em um conjunto Unico, funcionando & base de gas liquefeito de
petroleo (GLP). A inclinacdo do forno e a velocidade de rotacdo permitiam o controle do
tempo de residéncia dos solos no interior do equipamento, cuja passagem ocorreu por a¢do da
forca da gravidade, sendo posteriormente descartados no pétio de armazenamento temporéario
de solos. O material tratado era entdo resfriado e transferido para a area de quarentena até
liberacdo pelo controle de qualidade, apds semanas. Uma vez comprovada a redugdo dos
contaminantes para os limites pré-estabelecidos, o solo era considerado tratado, sendo
posteriormente transferido para o local de destinacéo final, denominado por reaterro.

O gradiente de temperatura, 300 a 350°C, no forno, proporcionou a dessor¢édo de
certos compostos organicos do solo para a mistura gasosa contida no interior do equipamento.
Essa mistura de gases, por sua vez, era encaminhada para o terceiro sistema da planta, no qual
se realizava o tratamento de gases. O sistema de tratamento de gases era constituido por uma
tubulacdo, uma camara de poés-combustdo (CPC), também denominada de camara de
combustdo secundéaria, um equipamento para resfriamento e lavagem dos gases, e uma
chaminé. Na cdmara de combustdo secundéria, os gases foram oxidados por acdo do calor
obtido na queima de GLP em queimadores dispostos ao longo do equipamento.

No quarto e Gltimo sistema, denominado supervisorio, eram atribuidas atividades de

superviséo, controle e intertravamento da UDT. Os parametros de controle e monitoramento
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desse sistema compreendiam: a temperatura no forno e na cdmara de combustéo, a velocidade
de alimentacdo de solos, a velocidade de rotacdo e o angulo de inclinagdo do forno, bem como
a auséncia e presenca de chama e os parametros de controle de emisséo de efluentes gasosos
na chaminé. Caso alguma das varidveis controladas apresentasse anomalias operacionais, 0
sistema supervisorio de intertravamento da UDT podia ser acionado de forma automatizada,
impedindo a entrada de material no forno.

A Figura 4.2 apresenta uma vista parcial da UDT, destacando o forno rotatorio.

Figura 4.2 — Unidade de Dessor¢do Térmica

Dadas as caracteristicas dos contaminantes presentes no solo, a UDT operou com uma
faixa de temperatura no forno que permite classificd-la como um equipamento de baixa
temperatura, LTTD, sigla inglesa para Dessor¢do Térmica a Baixa Temperatura (GEORGE et

al. 1995). As especifica¢bes do equipamento estdo apresentadas na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1 - Especificagdes técnicas do forno do sistema de dessorcéo

Porte Industrial
Capacidade de tratamento 25 ton/h
Chama Direta
Voltagem 480 V
Alimentacéo da chama GLP
Volume diario tratado 200 m*/dia
Frequéncia 18 Hz
Temperatura de trabalho do forno 300-350°C
Temperatura méxima atingida no forno 800°C
Temperatura da Camara de P6s-Combustdo | 1200°C
Tempo de residéncia 12 min

GLP - gas liquefeito de petréleo

4.2 Amostragens e coleta

Foram realizadas amostragens do solo contaminado com residuo oleoso de fundo de
coluna da camara de destilacdo a vacuo e do solo submetido ao tratamento por dessorcao
térmica, coletadas antes da admissdo na UDT e na area de quarentena, respectivamente
(Figura 4.3). Ademais, objetivando caracterizar o residuo oleoso, foram tomadas amostras do
contaminante, disperso em espagos ao longo da face exposta do solo, em funcéo da escavagao.

O procedimento de coleta das amostras do solo contaminado e do solo tratado na UDT
foi conduzido sob duas formas, em conformidade aos ensaios de caracterizagéo fisico-quimica
e microbioldgica, aos quais foram submetidos. Para as amostras utilizadas na caracterizacdo
fisico-quimica, foi realizada a coleta de cerca de 200 g de solo a uma profundidade de 15 a 20
cm a partir do nivel do terreno, com o auxilio de uma espatula. As amostras foram

acondicionadas em frascos de vidro, com capacidade para 200 mL, dotados de bocas
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rosqueadas e tampas de teflon. Os frascos vedados foram identificados e transportados sob

refrigeracdo a 4°C até o laboratorio para a realizagdo das andlises.

Figura 4.3 — Aspecto do solo contaminado com residuo de vacuo (A) e tratado por dessor¢édo

térmica (B), retido na area de quarentena

Para as amostras utilizadas na caracterizagdo microbioldgica foram coletados cerca de
50 g de solo a uma profundidade de aproximadamente 10 a 15 cm com relagdo ao nivel do
terreno, utilizando coletores universais descartaveis para amostras bioldgicas, confeccionados
em poliestileno, com capacidade de 80 mL, dotados de espatula de poliestileno e esterilizados
com Oxido de etileno (Discret, Rio de Janeiro, Brasil). Os frascos vedados foram identificados
e transportados sob refrigeracdo a 4°C até o laboratério para a realizacdo das analises.

Para as amostras utilizadas na caracterizacdo fisico-quimica do residuo oleoso de
fundo de coluna da cadmara de destilacdo a vacuo, contaminante do solo, foram coletados
cerca de 200 g do residuo a uma profundidade de 10 cm a partir da superficie da cava, com o
auxilio de uma espétula. As amostras foram posteriormente acondicionadas em frascos de
vidro, com capacidade para 200 mL, dotados de bocas rosqueadas e tampas de teflon. Os

frascos vedados foram identificados e transportados até o laboratério sob refrigeracéo a 4°C.
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Finalmente, para a conducéo dos ensaios de biorremediagéo, cerca de 80 kg de solo
tratado na UDT foram coletados com auxilio de pas apenas da &rea de quarentena. O solo foi
acondicionado em saco plastico, o qual foi vedado e transportado em uma caixa de madeira

até o laboratério.
4. 3 Isolamento e identificagdo de micro-organismos presentes no solo

Para o isolamento dos micro-organismos foi empregada a técnica de plagueamento
Pour Plate descrita por Genhartdt et al. (1994). A metodologia estd apresentada

esquematicamente na Figura 4.4.

Diluicoes seriadas em sol. salina

I '-‘ pro (] 110 '57 1:10 ‘f
Amostra do solo em
tampéo fosfato /

(pH =7,0)

1mL em meio definido

Determinacéo das UFC/g

de solo seco o, &
Separacdo de coldnias por esgotamento ‘// \\
Escolha arbitréria dos isolados @ @ %@ @

Figura 4.4 - Método de isolamento microbiano do solo (adaptado de BECKER, 1999)

?—D

Foram isolados Bactérias Heterotroficas Aerdbias (BHA) e Fungos Filamentosos (FF)
do solo contaminado com o residuo oleoso de fundo de coluna da camara de destilagdo a
vécuo e do solo tratado na UDT. Para tal, uma amostra de 10 g do solo foi assepticamente

transferida para um frasco de capacidade de 500 mL contendo 90 mL de solugdo tampéo
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fosfato estéril (pH 7,0), sendo homogeneizada sob agitacdo de 150 rpm (Tecnal TE920),
durante 15 minutos.

A seguir, diluicbes decimais seriadas foram realizadas utilizando solucéo salina estéril
(NaCl 0,85%) e aliquotas de 1 mL foram transferidas para placas de Petri previamente
esterilizadas, nas quais foram vertidos 10 mL de Agar Nutriente (Merk, Darmstadt,
Alemanha), adicionado de 50 mg/L de nistatina suspensédo 10.000 Ul/mL (Sigma, St. Louis,
EUA) para o isolamento de BHA. Para o isolamento de FF utilizou-se Agar Sabouraud com
2% de glicose (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), adicionado de 50 mg/L de ampicilina tri-
hidratada 96,0-100,5% de pureza (Sigma, St. Louis, EUA). Apds o periodo de incubacdo em
estufa & 28+1°C (Nova Etica, 411D), 48 h para BHA e 72 h para FF, todas as placas foram
observadas, sendo escolhidas as col6nias predominantes desenvolvidas na superficie do agar,
as quais foram isoladas através da técnica do esgotamento em placa (HALDEMAN e AMY,
1993). Posteriormente, cada isolado foi mantido em tubos contendo meios inclinados, Agar
Nutriente ou Agar Sabouraud com 2% de glicose, sob refrigeracdo & 5°C (Consul 310). Nesta
fase, todas as linhagens receberam a identificacdo preliminar CW, seguida de um algarismo

arabico.

4. 3. 1 Identificacio das bactérias

A identificacdo biomolecular dos isolados bacterianos foi gentilmente realizada de
acordo com o protocolo seguido pelo Laboratério de Biocorrosdo e Biodegradacdo (LABIO),
do Instituto Nacional de Tecnologia (INT). O DNA dos cultivos foi extraido com auxilio do
kit UltraClean Microbial DNA (MOBio, Carlsbad, EUA) com posterior visualizagdo por
eletroforese em gel de agarose 1%, utilizando SYBR Safe como marcador. A amplificagdo do

gene do RNA ribossomal 16S (1500 pb) foi efetuada através de PCR, utilizando primers
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universais: SAdir (5’-AGAGTTTGATCATGGCTCAGA-37) e Si7rev  (5’-
GTTACCTTGTTACGACTT-3?).

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em termociclador (GeneAmp PCR
System 9700, Applied Biosystems) nas seguintes condigdes: ciclo inicial de desnaturacdo a
94°C por 5 minutos, 30 ciclos intermediarios de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos,
anelamento a 55°C por 30 segundos, extensdo & 72°C por 30 segundos e ciclo de extensdo
final & 72°C por 5 minutos. Os produtos de PCR foram visualizados através de eletroforese
em gel de agarose 1%, marcado com SYBR Safe e posteriormente purificados com auxilio do
kit UltraClean PCR Clean-up (MOBio, Carlshad, EUA). A pureza dos produtos de PCR foi
determinada por densidade Otica em espectrofotometro (ND-1000 UV-Vis, Thermo
Scientific). A seguir, as amostras foram enviadas para o Setor de Sequenciamento de DNA do
Centro de Estudos do Genoma Humano da Universidade de Sdo Paulo (USP).

Utilizou-se um sequenciador composto por 48 capilares de 36 cm (ABI 3730 DNA
Analyser, Applied Biosystems), os quais separaram os fragmentos de DNA utilizando o
polimero POP-7. Ao final das corridas, um nimero entre 600 e 700 pb foi analisado pelo
software Sequencing Analysis®, versdo 5.3.1, integrado ao programa KB Basecaller.

Os resultados do sequenciamento foram verificados com a ajuda do programa
Chromas Lite®, versdo 2.01. As sequéncias de DNA obtidas foram comparadas as depositadas
no banco de dados do GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). A anélise de similaridades foi

conduzida utilizando o programa BLASTn (Basic Alignment Search Tool).

4. 3. 2 ldentificagé@o dos fungos filamentosos

A identificagdo dos isolados fungicos foi gentilmente realizada de acordo com o

protocolo seguido pela Micoteca URM, do Departamento de Micologia, da Universidade
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Federal de Pernambuco (UFPE). A identificagdo fundamenta-se na observagéo da morfologia
da colbnia e nos aspectos microscopicos, a partir de uma coldnia inoculada no ponto central,
em Agar Czapeck (Merk, Darmstadt, Alemanha) ou BDA, Agar Dextrose Batata (Difco,
Franklin Lakes, EUA), distribuido em placa de Petri. A velocidade de crescimento da col6nia
pode variar de menos de 7 a mais de 15 dias, sendo fundamental para identificagdo presuntiva
do fungo. Durante a analise macroscopica da coldnia, foram observadas as caracteristicas de
cor, textura, superficie e pigmento difusivel no meio de cultura, entre outros.

A andlise microscopica foi conduzida atraves da técnica do microcultivo, na qual foi
preservado o arranjo original dos esporos sobre as hifas, bem como certas estruturas
formadoras de esporos. O microcultivo dos fungos filamentosos foi realizado sob condigdes
assépticas, em placas de Petri. Os micro-organismos foram semeados a partir de repique
recente, nos quatro lados de um cubo de agar apropriado (Czapeck ou BDA), sendo disposto
na placa sobre uma lamina apoiada em um suporte. O cubo de agar foi recoberto com uma
laminula e para evitar dessecacdo, foi adicionado & placa um pequeno chumacgo de algoddo
estéril embebido por 1 a 2 ml de agua destilada estéril. A incubacdo se deu a temperatura
ambiente por 7 a 10 dias, até que fosse observado o desenvolvimento de hifas, com ou sem
pigmentacao.

Apos este periodo, a esporulacdo foi inibida com formol por 24 a 48h e a seguir, a
laminula foi cuidadosamente removida com auxilio de uma pinga, sendo o cubo de agar
desprezado. Adicionou-se uma gota de azul de lactofenol-algod&o por sobre a laminula e na
l&mina que serviu de suporte para o cubo de agar. Os tipos de hifas e a formagé&o e disposic¢éo
dos esporos foram observados em microscdpio 6tico, com objetiva de 40X. A identificacdo

das espécies foi conduzida utilizando bibliografia especializada de textos, manuais e atlas.
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4. 4 Adaptacao dos isolados em 6leo

O procedimento para a aclimatagdo dos isolados em 6leo foi conduzido como descrito
por Palittapongarnpim et al. (1998). Uma aliquota de 1 mL da suspensdo em solucéo
fisiologica estéril, NaCl 0,85%, das células jovens, de cada um dos micro-organismos
isolados do solo foi transferida para frasco de capacidade de 500 mL contendo 100 mL de
Caldo Bushnell-Haas (BUSHNELL e HAAS, 1941) e 1% de 6leo arabe leve, como Unica
fonte de carbono. O intuito da aclimatacdo nesse 6leo se deu por conta do seu elevado teor de
compostos aromaticos e polares.

O oleo utilizado na aclimatagéo dos isolados foi obtido do tanque n° 441.005 do navio
Doecannyon. Apresentando uma densidade relativa de 0,856 (20/40 °C), o produto era
composto por 46,5% de hidrocarbonetos saturados, 32,2% de compostos aromaticos e 21,3%
de compostos polares, relacionados principalmente as resinas e asfaltenos (DEL’ARCO e DE
FRANCA, 2001).

Os frascos contendo cada um dos micro-organismos isolados foram incubados sob
agitacdo de 150 rpm durante 7 dias a 28 +1°C (Tecnal TE920). O processo de aclimatacéo
prosseguiu, em concentragBes crescentes de Oleo até perfazer 10%, utilizando 1 mL de
indculo de um frasco para outro. Durante o processo, observacdes microscopicas foram
realizadas para 0 acompanhamento dos cultivos e para verificacdo de possiveis contaminacdes

das culturas. As linhagens adaptadas foram mantidas sob refrigeracéo & 5°C.
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4. 5 Experimentos de biodegradagéo

4. 5. 1 Planejamento experimental

Foi utilizado um planejamento fatorial 2° completo, representando oito combinagdes
possiveis, com trés variaveis, em dois niveis. Todos os calculos estatisticos envolvidos nesta
etapa da pesquisa foram realizados utilizando o pacote computacional Statistica™™° for
Windows®, vers&o 7.0.

Os experimentos de biodegradacdo foram conduzidos por um periodo de 60 dias em
reatores de polietileno (Plasmont 408, Pedreira, Brasil), com capacidade para 4 L e dimensdes
de 0,22 m de largura, 0,22 m de comprimento e 0,09 m de profundidade, os quais receberam 2
kg de solo tratado por dessor¢do térmica, pesados em balanga semianalitica (Gehaka
BG2000).

Foram estudados os efeitos de trés variaveis sobre a biodegradagdo dos HPA, a saber:
suplementagdo com fertilizante comercial, adigdo de cossubstrato e bioaumento. Para
suplementar os solos com fertilizante foram utilizados 100 mg/kg de fertilizante comercial
N:P:K 10:10:10 (Vitaplan, Capitdo LeoOnidas Marques , Brasil). Este valor foi escolhido a
partir dos resultados da caracterizagdo do solo tratado na UDT.

O glicerol (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) foi utilizado como cossubstrato e para tal,
empregou-se 0 volume de 0,5 mL/kg, equivalente a 0,63 mg/kg do composto (MOORTHI,
DEECARAMAN e KALACHELVAN, 2008). A razdo C:N:P obtida foi de 25:1:1.

A varidvel bioaumento foi representada pela adicdo de um consércio microbiano
misto, cujo critério adotado de selecdo e de preparacdo visou garantir a qualidade e
reprodutibilidade dos ensaios, isto é, ser composto por bactérias e fungos autdctones e ter uma

elevada concentragéo celular. A cultura mista foi preparada sob a forma de suspensdo a partir
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de um pré-inculo e era composta por oito espécies de micro-organismos, sendo quatro
bactérias, Bacillus cereus (Frankland e Frankland 1887) CW-4, Gordonia amicalis (Kim et al.
2000) CW-7, Pantoea agglomerans (Beijerinck 1888) CW-18 e Serratia marsescens (Bizio
1823) CW-20 e quatro fungos filamentosos, Aspergillus fumigatus (Fresenius 1863) CW-10;
Aspergillus terreus (Thom 1918) CW-11; Aspergillus carneus (Blochwitz 1933) CW-12 e
Syncephalastrum racemosum (Cohn 1886) CW-14. O volume da suspenséo contendo a
cultura mista foi de 100 mL, correspondendo a 5% (v/v) do volume do reator
(PALITTAPONGARNPIM et al. 1998).

O pré-indculo foi confeccionado a partir dos cultivos puros das bactérias e dos fungos,
mantidos em estoque. Para tanto, aliquotas de 10 mL dessas suspensdes de estoque foram
transferidas para dois frascos conicos com capacidade para 500 mL contendo 90 mL de Meio
Bushnell-Haas, adicionado da fonte de carbono, 6leo arabe leve. O primeiro frasco reuniu
todos os isolados bacterianos e o segundo frasco todos os isolados fungicos. A incubagéo foi
conduzida sob agitacdo de 150 rpm por 48 h a 30°C (Tecnal TE920).

Apos o periodo de incubagdo, cerca de 60 a 70 mL de cada frasco, contendo as células
desenvolvidas do pré-indculo, foram separados da fase oleosa, com o auxilio de um funil de
separacgdo, sendo posteriormente tratados por centrifugacdo a 959 g por 15 minutos (Fanem
206MP). As células foram lavadas por trés vezes em solugdo fisiologica estéril. O inoculo foi
preparado através da ressuspensdo dessas células, em Meio Bushnell-Haas estéril, de modo a
se obter uma leitura de 0,5 de absorbéancia a 540 nm (Hach, Odessey). Os valores do
comprimento de onda e da leitura da absorbancia e foram obtidos da literatura (GHAZALI et
al. 2004).

A Figura 4.5 apresenta o esquema da confec¢do do indculo adicionado ao solo. Em um
frasco contendo Meio Bushnell-Haas estéril foram transferidas aliquotas das novas

suspensdes contendo as células fangicas e as células bacterianas, nesta ordem, de modo que
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correspondessem a 5% e 1%, respectivamente, do volume final da suspensdo contendo o
indculo (MISHRA et al. 2001). Tal suspenséo, apos todas as dilui¢des necessarias durante o
processo de sua confeccdo, continha 4,6+0,7x10" UFC/mL de células viaveis de Bactérias
Heterotréficas Aerdbias (BHA) e 2,0+£0,1x10° UFC/mL de Fungos Filamentosos (FF),
responsaveis pela obtencdo de uma concentracdo celular de 5,0+0,4x10® UFC/mL e

4,2+0,1x10° UFC/mL de BHA e FF, respectivamente, apés a adi¢do do indculo ao solo.

Suspensdo Suspensao
dos fungos Pré-inéculo das bactérias
Incubagéo 48h
M 30°C - 150rpm FT
[ —>
II;" Y Centrifugac&o ll," Y
/ \. Confecgéo da suspens&o ,."' \".
0000 00
5mL 1mL
l“.
I'-
,."'I 94mL
(Jo 1)

O In6culo

\E

Figura 4.5 - Confeccédo do in6culo

A razdo do maior volume da suspensdo dos fungos, cinco vezes o volume da
suspensdo das bactérias, é justificada por: 1- ser o grupo responsével pela degradacéo inicial
dos HPA, dada a inespecificidade de suas enzimas; 2- porque mesmo adaptados ao 6leo, 0s
fungos podem estar inativos metabolicamente e 3- pelo tempo mais lento da fase exponencial
(D’ANIBALLE et al. 2006).

Cabe ressaltar que em fungéo das condic¢fes do cultivo do pré-indculo bem como da
confecgdo do indculo, um teste de atividade antagdnica foi realizado para assegurar que
fendmenos de antibiose entre individuos do mesmo grupo ou de grupos diferentes ndo

comprometessem a eficicia do consércio misto. Foi empregada a técnica dos blocos de gelose
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descrita por Vasconcelos, Lima e Calazans (2010). Uma aliquota de 10 pL da suspensdo de
cada micro-organismo teste (<10® UFC/mL) foi inoculada na superficie de discos de 7 mm de
didmetro e 2 mm altura de Agar Mueller-Hinton (Merk, Darmstadt, Alemanha), sendo
posteriormente transferidas para placas de Petri estéreis e incubadas por 24 h & 30£1°C.

Apobs o periodo de incubacdo, foi confeccionada uma suspensdo dos oito micro-
organismos teste (~10° UFC/mL), espalhando-as por sobre a superficie do agar Miieller-
Hinton em placas de Petri estéreis. Com a superficie seca, os discos de gelose contendo as
culturas de 24 h foram transferidos para a placa e incubagédo por mais 24 h a 30£1°C. A
seguir, as placas foram verificadas quanto a formagao de halos de inibigdo. O maior tamanho
desses halos, medido em milimetros, correspondia a maior susceptibilidade microbiana.

A perda abidtica foi determinada atraves de experimentos paralelos conduzidos sob as
mesmas condigdes e com adigdo de solugdo 10% (m/v) de nitrato de prata (Vetec, Rio de
Janeiro, Brasil) empregada como biocida (VASUDEVAN e RAJARAM, 2001).

Durante a fase do planejamento experimental, a umidade do solo nos reatores foi
mantida entre 70 e 80% da capacidade de retencdo de agua, o pH foi monitorado e a aeracéo
foi realizada a cada trés dias, através de revolvimento do solo com o auxilio de bastdo de
vidro (OLIVEIRA e DE FRANCA, 2004).

A temperatura do local do experimento foi monitorada com termdmetro de mercirio
com bulbo de vidro (Konus 6201) e a temperatura do solo com termdmetro digital tipo espeto,
para uso em laboratério (Equitherm TM879H). Dados oficiais de temperatura média e
umidade relativa do ar na cidade do Rio de Janeiro foram obtidos nos arquivos eletronicos do
Instituto Nacional de Meteorologia, INMET.

Para cada determinagdo quantitativa foram retiradas trés subamostras em diferentes
pontos do reator. As subamostras foram homogeneizadas e quarteadas até comporem uma

Unica amostra, a qual foi submetida as andlises. A concentracdo dos HPA no solo foi
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determinada nos tempos de processo 0, 30 e 60 dias. Para as analises microbioldgicas foram

tomadas amostras, sob condi¢des assépticas, nos tempos 0, 7, 15, 30 e 60 dias de bioprocesso.

4. 5. 2 Experimentos com aplicagdo dos dados obtidos no planejamento experimental

Foi verificado o efeito das seguintes concentracdes de glicerol (Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil) sob a degradacéo dos HPA residuais, 0,63; 0,32 e 0,16 mg/kg. Um reator controle, isto
é, sem adicdo de glicerol, também foi confeccionado. As demais condigdes de operagéo
permaneceram iguais as adotadas na fase de selecdo das variaveis importantes. As
determinagdes quantitativas de umidade, pH em &gua, HPA foram executadas, como descritas
na secdo 4.6 deste capitulo. Os dados oficiais de temperatura média e umidade relativa do ar
na cidade do Rio de Janeiro foram obtidos nos arquivos eletrdnicos do INMET. As
concentragbes de Bactérias Heterotroficas Aerdbias e Fungos Filamentosos foram
determinadas a partir de amostras coletadas nos tempos: 0, 7, 15, 30 e 60 dias. Para garantir o
suprimento de oxigénio, o solo foi regularmente aerado através de revolvimento a cada 72h,

com auxilio de um bastdo de vidro.

4. 5. 3 Experimentos utilizando glicerol bruto

As trés condigdes do experimento anterior foram repetidas utilizando glicerol bruto
como cossubstrato. O composto foi gentilmente cedido pelo professor Luiz Guilherme da
Costa Marques, da Planta Piloto de Producgéo de Biodiesel, do Instituto Virtual Internacional
de Mudangas Globais, 1VIG-COPPE/UFRJ. O glicerol bruto foi coproduzido durante o
processo de obtencdo do biodiesel de soja (Glycina max, L. Merril), por meio de reagdo de

transesterificacdo via rota etilica, utilizando hidroxido de potassio como catalisador. O
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composto recebe tal denominagdo, dadas as impurezas acumuladas durante o processo de
producdo do biodiesel. Amostras do glicerol bruto e do glicerol PA utilizado nos
experimentos aplicando os dados obtidos do planejamento experimental foram submetidos a
analises de caracterizacdo, cujos teores dos principais constituintes estdo apresentados na
Tabela 4.2. As determinac¢Oes quantitativas nos dois tipos de glicerol foram realizadas pelo
Laboratdrio ASG do Brasil, no Rio de Janeiro e pelo Laboratério de Espectrometria Atdmica

da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), em Floriandpolis.

Tabela 4.2 — Caracterizagdo das amostras de glicerol bruto e glicerol PA

Resultados

Analitos Glicerol bruto Glicerol PA Metodologia
Densidade (g/L) 1,05 1,26 ASTM D4052
pH 9,9 59 ASTM E70-07
Teor de etanol [% (m/m)] 2,8 NR EN 14110

Agua [% (m/m)] 9,3 NR EN 12937

Teor de KOH [% (m/m)] 2,0 NR BS 5711-5

Teor de glicerol [% (m/m)] 84,4 99,9 BS 5711-3
Diglicerideos [% (m/m)] 1,0 NR EN 14105
Triglicerideos [% (m/m)] <05 NR EN 14105
Aluminio [% (m/m)] 0,0015 <0,6 ASTM D5185-09
Calcio (ng/g) <02 <02 ASTM D5185-09
Cromo (ug/g) <01 <0,1 ASTM D5185-09
Cobre (ug/g) 0,52 < 0,006 ASTM D5185-09
Ferro (ng/g) 12,6 <05 ASTM D5185-09
Magnésio (ng/g) <0,2 <0,2 ASTM D5185-09
Manganés (ng/g) 0,11 <0,02 ASTM D5185-09
Sadio (mg/g) 0,94 < 0,004 ASTM D5185-09
Chumbo (ug/g) 0,12 < 0,006 ASTM D5185-09
Zinco (ug/g) 1,08 0,20 ASTM D5185-09
Potéassio (mg/g) 50,7 <0,2 ASTM D5185-09

NR - ndo realizado
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4. 6 Andlises quantitativas
4. 6.1 Umidade em base seca

O ensaio foi baseado na metodologia 1.3 da EMPRAPA (1979). Amostras do solo
foram transferidas para becker de teflon com capacidade de 25 mL, de peso conhecido. Apos
a pesagem inicial, os sistemas foram levados para estufa (Tecnal TE-395) a 105°C por 24 h.
Passado o periodo, os sistemas foram resfriados em dessecador com silica gel ativa e 0 peso
seco do solo foi determinado. A umidade foi calculada como a diferenca entre o peso Umido e

0 peso seco e expressado em percentual de acordo com a seguinte formula:

U =[m"_mfjx100
mi

Onde: U- umidade; mi- massa inicial da amostra, em gramas e mf- massa final da
amostra, em gramas, apés a secagem. O ensaio foi conduzido em triplicata e as pesagens

realizadas em balanca analitica (TDS FA2104N).

4. 6. 2 Capacidade de Retencdo de Agua (CRA)

O ensaio foi conduzido como descrito por Watwood, White e Dahn (1991). Uma
massa conhecida de solo foi transferida e compactada em um funil de vidro coberto com papel
de filtro qualitativo (massa inicial seca). O funil de vidro foi entdo transferido para um becker
de capacidade de 500 mL, ao qual foi adicionada &gua destilada até pouco acima do nivel do
papel de filtro.

Posteriormente a0 umedecimento da amostra, mais agua foi adicionada até o topo do
funil. Apo6s o periodo de repouso de 30 minutos, o funil de vidro foi retirado do becker e

esperou-se mais 30 minutos para o escoamento da agua. Em seguida, a amostra foi transferida
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para becker de teflon com capacidade de 50 mL, previamente tarado (massa inicial imida).
Realizada a pesagem final, o sistema foi levado para estufa (Tecnal TE-395) a 105°C por 24h.

Apos o periodo, o sistema foi resfriado em dessecador contendo silica gel ativa e o
peso seco do solo foi determinado. A capacidade de retencéo de agua foi calculada como a
diferenca entre o peso Umido e 0 peso seco sendo expressa em percentual de acordo com a
seguinte férmula:

ml—m2
m3

CRAz[ jxlOO

Onde: CRA- Capacidade de Retencdo de Agua; m1- massa inicial seca, em gramas;
m2- massa final, em gramas e m3- massa inicial tmida, em gramas. O ensaio foi conduzido

em triplicata e as pesagens realizadas em balanca analitica (TDS FA2104N).
4. 6.3 pH em 4gua

O ensaio foi baseado na metodologia 2.1.1 da EMPRAPA (1979). Em um becker com
capacidade para 50 mL, foram adicionados 10 g de solo e 25 mL de &gua. A mistura foi
homogeneizada durante 30 minutos com auxilio de agitador magnético revestido de teflon.
Apobs o periodo de repouso para separacdo das fases, o decantado foi transferido para um
becker com capacidade de 25 mL e o pH foi determinado em potenciémetro (Digimed DM-
20), previamente calibrado com solugdes tampéo padronizadas de pH = 4,0 e pH =7,0. O

ensaio foi conduzido em triplicata.
4. 6. 4 Textura do solo

O ensaio foi gentilmente realizado no Laboratério de Geotecnia do Instituto Alberto

Luiz Coimbra de Po6s-Graduacdo e Pesquisa em Engenharia (COPPE) da Universidade
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Federal do Rio de Janeiro, segundo a metodologia de peneiramento e sedimentacdo (ABNT,

1984).

4. 6.5 Teores de Carbono Organico Total, Nitrogénio Total e F6sforo Total

Para a determinaco de Carbono Orgénico Total foi utilizado o método USEPA 9060,
fundamentado na oxidagdo da matéria organica pelo dicromato de potéssio, em meio &cido. A
determinagdo do Nitrogénio Total foi realizada por colorimetria de acordo com o método
USEPA 315.2, Kjeldahl. O Fosforo Total foi quantificado por colorimetria e complexagéo
com acido ascorbico, de acordo com 0 método USEPA 365.3. Os ensaios foram realizados no

Laboratdrio Analytical Technology, em S&o Paulo.

4. 6. 6 Hidrocarbonetos Totais do Petroleo (TPH)

Para a determinacdo do TPH e suas faixas foi empregada a metodologia USEPA 8015,
que determina compostos organicos ndo halogenados atraves de cromatografia gasosa
acoplada a um detetor de ionizacdo de chama. Foi utilizado um cromatografo a gas (HP 5990)
e coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm). Os extratos foram obtidos seguindo o método USEPA
3540C (Soxhlet extraction) empregando o diclorometano seco com solvente. A pré-
concentracdo das amostras foi realizada em atmosfera inerte, N,. A preparacdo dos extratos
(clean-up) anterior & cromatografia seguiu 0 método USEPA 3630C, com uso de cartuchos
descartaveis de silica gel. Os valores de TPH consideraram os resultados das faixas de
gasolina, querosene, diesel e 6leo combustivel, assim como a fragdo ndo resolvida no
cromatograma, também denominada mistura complexa ndo resolvida. Os ensaios foram

realizados no Laboratério Analytical Technology, em S&o Paulo.
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4. 6. 7 Hidrocarbonetos Policiclicos Arométicos (HPA)

Os dezesseis HPA prioritarios listados pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos, naftaleno, acenafteno, acenaftileno, fluoreno, fenantreno, antraceno,
fluoranteno, pireno, benzo[a]antraceno, criseno, beno[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno,
benzo[a]pireno, dibenzo[a,h]antraceno, benzol[g,h,i]perileno e indeno[1,2,3-c,d]pireno, foram
determinados por cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de massa, conforme o
método USEPA 8270C. Foi utilizado um cromatografo a gas (HP 5880), coluna DB-5 (30 m
x 0,25 mm) e um espectrometro de massa (EM 5987). Antes da injecéo, os extratos foram
obtidos seguindo o método USEPA 3540C (Soxhlet extraction) empregando o diclorometano
seco com solvente. A pré-concentracdo das amostras foi realizada em atmosfera inerte, N,. A
preparacao dos extratos (clean-up) anterior & cromatografia seguiu 0 método USEPA 3630C,
com uso de cartuchos descartaveis de silica gel. Os ensaios foram realizados no Laboratorio

Analytical Technology, em Sé&o Paulo.

4. 6. 8 Dioxinas e Furanos

O ensaio foi gentilmente realizado pelo Laboratdrio Ipex, no Rio de Janeiro. Foi
empregado o método USEPA 1613, que determina a concentragdo de sete dibenzo-p-dioxinas
Tetra a Octacloradas (PCDD) e dez dibenzofuranos Tetra a Octaclorados (PCDF), por
cromatografia gasosa de alta resolugdo, acoplada & espectrometria de massa de alta resolugéo.
Os extratos foram obtidos seguindo 0 método USEPA 8290A. Os resultados foram calculados
a partir de fatores de toxicidade equivalente (TEF) regulamentadas pela OTAN (Organizacéao

do Tratado do Atlantico Norte) e pela OMS (Organizagdo Mundial da Saude).
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4. 6. 9 Ensaios microbioldgicos das amostras

As quantificagdes de Bactérias Heterotroficas Aerdbias (BHA) e Fungos Filamentosos
(FF) nas amostras de solo contaminado pelo residuo de vacuo, tratado na UDT e do
tratamento microbiol6gico sequencial foram realizadas empregando a técnica de
plaqueamento Pour Plate, como descrita na secdo 4.3 deste capitulo. A metodologia adotada
para contagem das Unidades Formadoras de Colonia (UFC) e expressdo dos resultados em
Unidades Formadoras de Col6nia por grama de solo (UFC/g) baseou-se na Instrucéo

Normativa n° 62 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (BRASIL, 2003).

4. 6. 10 Ensaios de fitotoxicidade

Os ensaios de fitotoxicidade tiveram como objetivo verificar o impacto do
contaminante do solo, dos compostos residuais apds tratamento na UDT e dos metabolitos
presentes ap0s o tratamento microbioldgico sequencial. Foram realizados testes de
germinacdo da semente e de alongamento da raiz para a determinagdo da Germinagéo
Relativa das Sementes, da Elongacdo Relativa da Raiz e do indice de Germinagdo, como
descrito por Tiquia, Tam e Hodgkiss (1996). Foram utilizadas sementes claras (Ouro flora,
Séao Paulo, Brasil), adquiridas em estabelecimento comercial, sequindo o critério de tamanho,

fotoblastismo e nimero do cotilédone, conforme apresentado na Tabela 4.3.
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Tabela 4.3 — Caracteristicas das sementes do teste de fitotoxicidade

L Tamanho : - :
Planta (sinonimia) Fotoblastismo Cotiledone TG (dias)
(mm)
Allium porrum (alho-porro) 39+03 Negativo Um 3
Cucumis anguria (maxixe-do-norte) 6,0 = 0,4 Negativo Dois 3
Cucumis sativus (pepino-caipira) 99+0,6 Neutro Dois 2
Cucumis melo (meldo-caipira) 125+0,5 Negativo Dois 2

TG - tempo de germinacdo da semente no controle

Antes do ensaio de fitotoxicidade, as sementes sofreram trés lavagens sucessivas com
agua destilada, com o intuito de eliminar excessos de corantes e conservantes. Durante a
lavagem, as sementes com morfologia irregular foram prontamente separadas das sementes
integras. O processo de secagem foi realizado em papel de filtro, & temperatura ambiente por
trés horas.

Os extratos do solo foram obtidos a partir de uma amostra de 10 g, transferida para um
frasco cdnico com capacidade para 250 mL contendo 90 mL de &gua destilada. Apds agitagéo
de 250 rpm por 10 minutos (Tecnal TE920), a suspenséo foi filtrada. Em seguida, o volume
de 5 mL do filtrado foi transferido para placas de Petri com diametro de 90 mm, embebendo-
se suavemente o papel filtro n° 1 (Whatman, 90 mm de didmetro) disposto dentro da placa,
contendo dez sementes distribuidas sobre a superficie do papel. Para cada planta foram
confeccionadas trés placas. O controle foi realizado com &gua destilada, substituindo o extrato
de solo. A incubag&o ocorreu a 22 +1°C, em auséncia de luz, por 5 dias (Nova Etica, 411D) e
apos este periodo, as sementes germinadas foram contadas e o tamanho das raizes mensurados

com auxilio de um paquimetro.
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A Germinagdo Relativa das Sementes foi determinada de acordo com o seguinte

célculo:

GRS = [ﬂjxloo
S2

Onde: GRS- Germinacdo Relativa das Sementes; S1- o nimero de sementes
germinadas no extrato de solo e S2- 0 nimero de sementes germinadas no controle.

A Elongacédo Relativa da Raiz foi determinada de acordo com o seguinte calculo:

ERR = Rl x100
R2

Onde: ERR- Elongacdo Relativa da Raiz; R1- a média do comprimento da raiz no
extrato de solo, em milimetros e R2- a média do comprimento da raiz no controle, em
milimetros.

O indice de Germinagéo foi determinado de acordo com o seguinte célculo:

GRS x ERR
100%

I G =

Onde: ls- Indice de Germinacdo; GRS- Germinagio Relativa das Sementes e ERR-
Elongagéo Relativa da Raiz.

Uma vez que o teste foi realizado em auséncia de luz, a exclusdo das sementes com
fotoblastismo positivo foi conduzida como descrito por Cordazzo e Aracama (1998). Para
cada planta foram preparadas duas placas de Petri como descrito anteriormente, contendo em
cada uma, dez sementes distribuidas sobre o papel filtro n° 1 (Whatman, 90 mm de didmetro),
embebido com 5 mL de &gua destilada. As placas foram incubadas a 22 +1°C por 5 dias

(Nova Etica, 411D), em auséncia de luz e na presenca de luz artificial. Apos o periodo, as

sementes germinadas foram contadas, aplicando-se o seguinte célculo:
FTB = Se
SC
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Onde: FTB- fotoblastismo; Se- 0 nimero de sementes germinadas no escuro e Sc- 0
namero de sementes germinadas no claro.

O fotoblastismo da semente foi classificado como positivo se FTB > 1, negativo se
FTB < 1 e neutro quando o valor de FTB = 1. Foram selecionadas apenas as plantas cujas

sementes apresentaram fotoblastismo negativo ou neutro.
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CAPITULO5
RESULTADOS E DISCUSSAO

5. 1 Caracteristicas do contaminante do solo

O residuo oleoso de fundo da coluna de destilagdo a vacuo, também denominado
residuo de vacuo, contaminou o solo utilizado no presente estudo, por um periodo superior a

55 anos.

O contaminante apresentou concentragdes variadas de HPA e TPH, conforme a

Tabela 5.1.
Tabela 5.1 — Teores de HPA e TPH do residuo oleoso de fundo
da coluna de destilagdo a vacuo
Analitos Concentracdo (mg/kg) Valores orientadores*
Naftaleno 34,0 90,0
Acenaftileno 20 -
Acenafteno 0,6 _
Fluoreno 9,7 _
Fenantreno 148,2 95,0
Antraceno 8,8 0,0
Fluoranteno 7,3 _
Pireno 381,0 _
Benzo[a]antraceno 54,6 65,0
Criseno 46,2 0,0
Benzo[b]fluoranteno 6,3 -
Benzo[k]fluoranteno 59 0,0
Benzo[a]pireno 71,5 3,5
Indeno[1,2,3-cd]pireno 3,2 130,0
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Dibenzo[a,h]antraceno 31,8 1,3
Benzo[g,h,i]perileno 93,9 0,0
TPH 4.274,0

* Valores orientadores (mg/kg) para solos de areas industriais (BRASIL, 2009)
HPA — Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaéticos
TPH - Hidrocarbonetos Totais do Petréleo

Verificaram-se no contaminante, elevados teores de HPA e TPH, na razdo HPA:TPH
de 1:5. Estes teores elevados foram condizentes com a fonte de geracéo, revelando o carater
persistente do residuo oleoso de fundo da coluna de destilacéo a vacuo.

Nos meados do seéculo XX, as tecnologias existentes no Brasil empregavam para o
refino de petrdleo, apenas a destilagdo em colunas a pressdo atmosférica e a destilagdo em
colunas a vécuo. Estas operacOes eram executadas apds as etapas de dessalgagdo e de
remocgdo de dgua. Até os dias de hoje, o residuo de fundo da destilacdo atmosférica é
transferido e processado como carga do sistema de destilacdo a vacuo, sendo empregadas
pressdes entre 50 e 75 mmHg e temperaturas de aproximadamente 370°C, as quais separam
as fracBes de gasoleo, resinas e Oleos lubrificantes pesados. Cerca dos 15 a 25% da carga
processada sdo convertidas em residuo da coluna de destilagdo a vacuo, o qual pode
apresentar uma elevada viscosidade.

Na década de 1950, o processamento dos residuos de fundo das colunas de destilacdo
a vacuo era economicamente invidvel, pois demandava temperaturas ainda mais altas para o
refino e tecnologia de craqueamento, ndo disponivel & época, no Brasil. Por esta razéo, tais
residuos eram descartados, por exemplo, em cavas nos solos ou em aterros nas areas
industriais, promovendo eventos de contaminacdo ambiental e demandando agdes futuras
para o tratamento dos locais contaminados. Atualmente, varias misturas de hidrocarbonetos

podem ser obtidas do residuo de fundo da coluna de destilagdo a vacuo, através de operagdes
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que incluem, por exemplo, o craqueamento térmico e o craqueamento fluido catalitico
(CUNHA, 2009, MURTA VALLE, 2007).

O histérico de contaminacdo antiga e os elevados valores de concentracdo dos
hidrocarbonetos no solo incrementaram as dificuldades de tratamento biotecnoldgico do
local. Como alternativa de intervencdo, o solo foi escavado e retirado do local da
contaminacdo, sendo em seguida, tratado por operacdo térmica, no caso, com uso de uma

Unidade de Dessorcéo Térmica (UDT), em escala industrial.

5. 2 Caracteristicas do solo antes do tratamento por dessor¢do térmica

A Tabela 5.2 apresenta as caracteristicas do solo contaminado amostrado no local
impactado. A composicao granulométrica revelou que o estudo foi conduzido em uma areia
silto-argilosa com capacidade de retengdo de agua em torno de 30%, caracteristicas de solos
tropicais.

Segundo Falciglia, Giustra e Vagliasindi (2011), mesmo nos casos de baixos teores de
particulas finas, o material pode apresentar propriedades adsorventes ativas, uma vez que
possuem elevadas areas superficiais e cargas parciais que favorecem o processo de sor¢éo dos
contaminantes e a formacgdo de agregados. Dessa forma, o material fino do solo pode
influenciar significativamente sua wulnerabilidade a um evento de contaminagdo,
incrementando desta forma, a dificuldade de tratamento.

Vale ressaltar que o solo em questéo era do tipo vertissolo, caracterizado pelo alto teor
de esmectina, grupo de minérios que incluem a montmorilonita. Tais minérios sdo formados
por particulas, cujo arranjo em folhas confere importantes propriedades ao vertissolo, por
exemplo, elevada superficie especifica, densidade e capacidade de troca idnica, de 800 m?/g,

113 A?/ion e 100 me/100g, respectivamente (LAMBE e WHITEMAN, 1979).
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Tabela 5.2 — Caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas do solo

contaminado com residuo oleoso de fundo da coluna de destilacdo a vacuo

Ensaios Resultados

Textura (%)

Argila 3+2

Silte 27+1

Areia fina 29+2

Areia média 22+1

Avreia grossa 15+4

Pedregulho 4+3
Carbono Organico Total (mg/kg) 75.500+1.000
Nitrogénio Total (mg/kg) 1.591+10
Fadsforo Total (mg/kg) 914+10
16 HPA USEPA (mg/kg) 193,4+1,1
TPH (mg/kg) 58.047+1.000
16 HPA:TPH 1:300
Densidade de sélidos (kg/dm®) 2,58+0,01
pH (H.0) 5,7+0,1
Umidade (%) 12,740,1
Capacidade de Retencio da Agua (%) 30,240,1
C:N:P 100:2:1
Bactérias Heterotréficas Aerobias (UFC/g)  35+1x10*
Fungos Filamentosos (UFC/q) 50+1x10*

HPA — Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaéticos

USEPA - United States Environmental Protection Agency

TPH - Hidrocarbonetos Totais do Petréleo

UFC/g - Unidades Formadoras de Coldnia por grama de solo

O solo apresentou elevados teores de carbono organico, assim como nitrogénio e

fésforo, permitindo o desenvolvimento de micro-organismos, embora determinados em

concentrag@es inferiores ao padréo natural de solos, estimados entre 10° e 10%°, possivelmente

em funcéo do alto teor de hidrocarbonetos presentes.

A Tabela 5.3 apresenta as concentragdes de dezesseis HPA nas amostras de solo.
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Tabela 5.3 — Concentracdo dos Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA) no solo

contaminado com residuo oleoso de fundo da camara de destilagdo a vacuo (p<0,05)

HPA (n° de anéis) Concentracdo (mg/kg)  Valores orientadores*
Naftaleno (2) <5,73+0,08 90,0
Acenafteno (3) <5,73+0,08 -
Acenaftileno (3) <5,73+0,08 -
Fluoreno (3) <5,73+0,08 -
Fenantreno (3) 29,25+0,08 95,0
Antraceno (3) 7,77+0,07 0,0
Fluoranteno (4) 6,53+0,08 -
Pireno (4) 83,00+0,44 -
Benzo[a]antraceno (4) 7,24+0,07 65,0
Criseno (4) 9,37+0,07 0,0
Benzo[b]fluoranteno (5) 5,93+0,08 -
Benzo[K]fluoranteno (5) 5,73+0,08 0,0
Benzo[a]pireno (5) 10,47+0,10 3,5
Dibenzo[a,h]antraceno (5) 5,83+0,08 1,3
Benzo[g,h,i]perileno (6) 14,93+0,13 0,0
Indeno[1,2,3-c,d]pireno (6) 7,09+0,08 130,0
Total 193,40+1,13

* Valores orientadores (mg/kg) para solos de areas industriais (BRASIL, 2009)

No solo estudado, a soma das concentragdes dos 10 HPA padrdes da Lista holandesa
de valores de qualidade do solo, naftaleno, antraceno, fenantreno, fluoranteno,
benzo[a]antraceno, criseno, benzo[a]pireno, benzo[g,h,i]perileno, benzo[K]fluoranteno e
indeno[1,2,3-c,d]pireno, totalizou 104,11 mg/kg. Este valor foi superior cerca de duas vezes e
meia o limite permitido, 40 mg/kg, indicando a necessidade de intervencdo na area estudada
(NEDERLAND, 2006).

Diferente da legislagéo holandesa, os valores orientadores para o solo da Resolugdo n°

420/09 do Conselho Nacional do Meio Ambiente, CONAMA, sdo determinados
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individualmente para dez HPA padrGes, antraceno, benzo[a]antraceno, benzo[k]fluoranteno,
benzo[g,h,i]perileno,  benzo[a]pireno, criseno,  dibenzo[a,h]antraceno,  fenantreno,
indeno[1,2,3-c,d] e naftaleno (BRASIL, 2009). Foram verificadas concentragdes acima dos
valores de intervencdo em seis desses compostos, antraceno, benzo[k]fluoranteno,
benzo[g,h,i]perileno, benzo[a]pireno, criseno e dibenzo[ah]antraceno, confirmando a
necessidade de tratamento e identificando o risco para a salde humana neste cenério de
exposicdo, em area industrial.

O pireno foi o HPA com a concentragcdo mais elevada nas amostras, representando
43% do total. Esta molécula foi descrita como o mais ou um dos mais abundantes HPA em
solos impactados por 6leo, pelo fato do pireno constituir um de seus principais componentes
(GALLEGO et al. 2006, MOON et al. 2006, DEL PANNO et al. 2005, GONG et al. 2005,
VINAS et al. 2005, KAZUNGA e AITKEN, 2000). Entretanto, diversas outras razdes podem
justificar sua presenca, tais como, a baixa solubilidade e a persisténcia no solo por mais
tempo que outros HPA, por exemplo, o antraceno e o naftaleno (OLESZCZUK, 2009,

ALEXANDER e ALEXANDER, 2000, SCHNEIDER et al. 1996).

5. 3 Identificacdo dos contaminantes remanescentes e propriedades do solo tratado na

ubT

Para a identificagdo e quantificacdo dos compostos remanescentes, bem como de
algumas caracteristicas do solo tratado na UDT, foram coletadas amostras na area de
quarentena, isto €, o local reservado para estocagem de solo remediado e resfriado, até sua
liberacdo pelo laboratério de controle de qualidade, finalizando o processo com a disposi¢do
definitiva do solo na area de reaterro.

As caracteristicas do solo tratado na UDT estdo apresentadas na Tabela 5.4.
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Tabela 5.4 — Caracteristicas fisico-quimicas do solo tratado na UDT

Ensaios Resultados solo
contaminado
Textura (%)
Argila 945 3+2
Silte 3311 27+1
Areia fina 2242 29+2
Areia média 19+1 22+1
Areia grossa 12+4 15+4
Pedregulho 515 4+3
Carbono Organico Total (mg/kg) 23.000+£1.000  75.500+1.000
Nitrogénio Total (mg/kg) 1.397+30 1.591+10
Fasforo Total (mg/kg) 77711 914+10
16 HPA USEPA (mg/kg) 8,43+0,59 193,4+1,1
TPH (mg/kg) 699150 58.047+1.000
16 HPA:TPH 1:82 1:300
Densidade de sélidos (kg/dm®) 2,49+0,01 2,58+0,01
pH (H,0) 7,840,1 5,740,1
Umidade (%) 10,0+0,1 12,740,1
Capacidade de Retencio da Agua (%) 21,440,1 30,240,1
C:N:P 100:6:3 100:2:1
Dioxinas ND NR
Furanos ND NR

UDT - Unidade de Dessorgdo Térmica

HPA — Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos
USEPA - United States Environmental Protection Agency

TPH - Hidrocarbonetos Totais do Petréleo

ND - Néo detetado
NR — Néo realizado

Verifica-se que a agdo do calor promoveu um aumento no percentual de finos do solo.

De acordo com Araruna Jr. et al. (2004), os solos contaminados por 6leo possuem particulas
com didmetros maiores, quando comparados aos solos tratados por dessorcdo térmica. Tal

fato pode ser observado pela reducdo do numero das particulas mais grossas, como também
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pelo aumento cerca de 20% no percentual de silte e mais de 60% no percentual de argila,
entre o solo impactado e o solo tratado na UDT. A capacidade de retencdo de agua pelo solo,
outro importante parametro fisico, sofreu alteragdes significativas apds o tratamento térmico,
sendo observada uma reducdo de 29%. Esta alteragdo é comum em solos tratados por
operacOes de dessorcdo térmica, estando associada & aplicacdo de temperaturas elevadas no
processo, as quais resultam em mudangas na microestrutura do solo, provavelmente por conta
da destruicdo da matéria organica, um agente de coesdo nesses materiais. Esses resultados
concordaram aos apresentados por Abu-Zreig, Al Akhas e Attom (2001) ao estudarem o
comportamento de solos sob a influéncia de diferentes temperaturas empregadas no
tratamento de solos por dessorcao térmica.

O tratamento na UDT promoveu o aumento do pH dos solos para faixa levemente
alcalina, o qual pode estar relacionado ao consumo de compostos &cidos presentes no
contaminante, como também a incorporacéo de cinzas, originadas durante a queima dos gases
dessorvidos.

O processo térmico promoveu a remocdo de cerca de 70% do carbono orgénico do
solo, com significativa redugdo do TPH, 98,8%, cujo resultado representou um bom indicador
da eficiéncia na remog¢do de compostos volateis e semivolateis pelo processo.

As amostras apresentaram teores HPA residuais de baixa e de alta massa molecular,
como apresentam as Tabelas 5.5 e 5.6. Considerando os critérios estabelecidos pela resolucéo
420/09 do CONAMA e pela Lista holandesa, do ponto de vista fisico-quimico, o solo foi

considerado tratado, por apresentar baixas concentragdes destes contaminantes.
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Tabela 5.5 — Concentragéo de HPA de baixa massa molecular no solo

tratado na UDT (p<0,05)

: Concentracao Valores % de

HPA (n° de anéis) :
(mg/kg) orientadores* reducéo

Naftaleno (2) <0,10+0,02 90,0 >08,3
Acenafteno (3) <0,10+0,02 - >08,3
Acenaftileno (3) <0,10+0,02 - >08,3
Fluoreno (3) 0,10+0,02 _ >97,7
Fenantreno (3) 0,20+0,02 95,0 99,3
Antraceno (3) 0,10+0,02 0,0 98,7
Total 0,40+0,03 98,9

*Valores orientadores (mg/kg) para solos de areas industriais (BRASIL, 2009)
HPA - Hidrocarbonetos Policiclicos Arométicos
UDT - Unidade de Dessorgao Térmica

Tabela 5.6 — Concentragdo de HPA de alta massa molecular no solo

tratado na UDT (p<0,05)

: Concentracao Valores % de
HPA (n° de anéis) ;
(mg/kg) orientadores* reducéo

Fluoranteno (4) 0,26+0,02 _ 96,0
Pireno (4) 1,40+0,09 - 98,3
Benzo[a]antraceno (4) 0,48+0,02 65,0 93,4
Criseno (4) 0,72+0,03 0,0 92,3
Benzo[b]fluoranteno (5) 0,82+0,03 - 86,2
Benzo[k]fluoranteno (5) 0,40+0,02 0,0 93,0
Benzo[a]pireno (5) 0,93+0,04 3,5 91,1
Dibenzo[a,h]antraceno (5) 0,22+0,02 1,3 96,2
Benzo[g,h,i]perileno (6) 1,70+0,06 0,0 88,6
Indeno[1,2,3-c,d]pireno (6) 1,10+0,04 130,0 84,5
Total 8,03+0,03 94,9

* Valores orientadores (mg/kg) para solos de areas industriais (BRASIL, 2009)
HPA - Hidrocarbonetos Policiclicos Arométicos
UDT - Unidade de Dessorgao Térmica
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Remmler e Kopinke (1995) observaram a vaporizagcdo completa de todos os HPA de
até quatro anéis no solo, apos tratamento por dessorgdo térmica. No entanto, acima de 272°C,
isto é, uma temperatura inferior & temperatura minima do processo estudado, diversas reacdes
promovem o aumento das cadeias ou formam isdmeros dos HPA, tanto de baixa quanto de
alta massa molecular, possivelmente explicando a presenca dos HPA residuais de até quatro
anéis (POPE; PETERS e HOWARD, 2000).

No presente estudo, foi verificado que a concentragdo total dos HPA de alta massa
molecular, apds o tratamento na UDT, 8,03 mg/kg, encontrava-se cerca de vinte vezes maior
que a concentracdo total dos HPA de baixa massa molecular, 0,40 mg/kg. Tal observagédo
pode ser explicada pela menor pressdo de vapor e maior temperatura de ebulicdo desses
compostos. Além disso, os HPA de seis anéis foram removidos em grau ligeiramente menor
de eficiéncia que os HPA com cinco aneéis e isso pdde estar relacionado aos fendmenos de
reforma, isto é, quando moléculas complexas sdo formadas a partir de precursores simples
como os HPA de baixa massa molecular (ALAPPAT et al. 2007).

O menor percentual de remocdo entre todos os HPA monitorados foi o do
indeno[1,2,3-c,d]pireno, 84,5%, possivelmente relacionado a maior estabilidade térmica do
composto, bem como aos fendmenos de ruptura de ligacdes e reforma (POPE; PETERS e
HOWARD, 2000).

A razdo entre os HPA de baixa e de alta massa molecular diminuiu de 0,24 no solo
impactado para 0,05 no solo tratado na UDT. Esta diminuicdo indicou que houve uma
mudanca na distribuicdo dos HPA, com o consumo preferencial dos compostos de baixa
massa molecular durante o processo de dessor¢do térmica. Este fendbmeno também foi
observado em um estudo recente sobre a eficiéncia da metodologia (BIACHE et al. 2009).

As concentracbes de nitrogénio e fosforo tiveram variacdo muito pequena quando

comparadas ao teor de carbono organico, de 914 a 777 mg/kg e de 1591 para 1397 mg/kg,
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respectivamente. Isso indicou que o nitrogénio e o fosforo contidos nos solos estavam
provavelmente associados as matrizes inorganicas, uma vez que o0 contaminante era muito
pobre de compostos nitrogenados e compostos de fosforo. A reducdo da concentracdo de
carbono organico e a manutencéo dos teores de nitrogénio e fosforo implicaram no aumento
da relagdo C:N:P para 100:6:3 no solo tratado na UDT, enquanto no solo contaminado essa
relacdo era 100:2:1.

Em todas as amostras analisadas, ndo foi detetada a presenca de dioxinas e furanos,
embora a temperatura média do forno de 350°C e a possivel presenca de ions cloreto
favorecessem condigdes para a formagdo desses contaminantes. Isto pode ser justificado pela
eficiéncia do tratamento dos gases vaporizados, pois dioxinas e furanos séo produzidas nas
correntes gasosas, durante o resfriamento. Cabe enfatizar que o baixo limite de detegdo do
meétodo analitico empregado, menor que 20 ng/kg, sustenta a hipotese de alta eficiéncia do
tratamento térmico.

Em um estudo recente foi verificada a formacéo de dioxinas e furanos em uma UDT,
operando com temperaturas variando de 315 a 426°C. Observou-se que 0s tratamentos da
amostra antes da admisséo no forno, tais como, moagem e secagem, auxiliaram na eliminagédo
de 98,9% desses compostos, posteriormente removidos através de um eficiente sistema de
tratamentos de efluentes gasosos (REINER, 2009). Ressalta-se que a moagem e a secagem
foram procedimentos rotineiros durante a etapa de blendagem do solo contaminado para
admissdo na UDT, cujas amostras utilizadas neste trabalho s&o oriundas, revelando a
importancia da fase de pré-admisséo na eficiéncia do processo.

Kulkarni, Crespo e Afonso (2008) e Weber et al. (2001) afirmam que dioxinas e
furanos se formam em temperaturas entre 300 e 500°C, através de dois mecanismos:
combustdo incompleta e reforma. Com uma temperatura de trabalho da UDT na faixa entre

300 e 350°C e méaximo de 800°C, possivelmente houve a formacédo de dioxinas e furanos no
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forno. Entretanto, a unidade era dotada de um sistema de tratamento de efluentes, no qual
incluia uma Camara de P6s-Combustdo (CPC) capaz de atingir até 1200°C. De acordo com
Pereira (2004), dioxinas e furanos se decompdem a partir de 600°C e s&o totalmente
eliminados com o dobro desta temperatura. Sendo assim, dado o risco para a saide ambiental
e humana que dioxinas e furanos representam, a ndo determinagdo de tais compostos nas
amostras de solo tratado provou mais uma vez, a eficicia do processo de dessorcédo térmica,
servindo também como indicativo da exceléncia de qualidade da UDT.

Diante do exposto, do ponto de vista fisico-quimico, o processo de dessorcéo térmica,
em escala industrial, atingiu o objetivo de reduzir o teor de contaminantes orgéanicos. No
entanto, enfatiza-se que ndo foi verificada a remogé&o total dos HPA e TPH, contrariando o
reportado pela literatura (ROBINSON et al. 2008, LEE et al. 1998, GEORGE et al. 1995).

A soma dos 16 HPA prioritarios da USEPA revelou uma concentragdo residual de
8,43 mg/kg no solo tratado. Os fendmenos ligados & dindmica dos processos térmicos, a
resisténcia térmica dos agregados solo-6leo, as oscilagbes intrinsecas aos procedimentos em
escala industrial, o tipo de solo, a quantidade e a idade da contaminagéo, entre outros fatores,
podem servir de exemplos para justificar a presenga de compostos remanescentes, bem como
indicar a necessidade de agfes de polimento, uma vez que se conhece o potencial
carcinogénico e genotoxico dessas moléculas.

Desta forma, a presenga de moléculas residuais constitui um problema para o processo
e 0 baixo poder calorifico dos solos tratados via UDT torna a realimentacdo desses materiais
ao forno economicamente inviavel, pois requer incremento substancial no consumo de GLP,
limitante econdmico do processo térmico. Logo, justificam-se os estudos sobre alternativas
de baixo custo e ambientalmente seguras para o tratamento sequencial de polimento dos solos

oriundos de UDT.
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5. 4 Microbiota do solo tratado na UDT

Na unidade industrial, apos a saida da UDT, o solo era deixado em um local ao ar
livre, denominado de area de quarentena, por semanas, antes do descarte final, na area de
reaterro. As analises microbioldgicas do solo coletado na area de quarentena confirmaram
que o tratamento térmico criou um meio, no qual condi¢es para o desenvolvimento da
microbiota foram estabelecidas, revelando que as concentra¢des de hidrocarbonetos presentes
no solo contaminado apresentavam propriedades bacteriostaticas e fungistaticas. Foram
observadas diferencas significativas na quantificacdo celular entre as amostras de solo
contaminado com as do solo tratado na UDT, cem vezes na populacdo de Bactérias
Heterotroficas Aerdbias e mil vezes no teor de Fungos Filamentosos, conforme apresentado

na Tabela 5.7.

Tabela 5.7 — Comparacdo e quantificacdo dos teores de micro-organismos do solo
contaminado com residuo de fundo da cdmara de destilacdo a vicuo e do solo tratado na

UDT, armazenado na area de quarentena

Concentracao (UFC/g)

Micro-organismos

Solo contaminado Solo tratado
Bactérias Heterotroficas Aerdbias 35+1x10* 34+1x10°
Fungos Filamentosos 50+1x10* 22+1x10*

UDT - Unidade de Dessorgao Térmica
UFC/g - Unidades Formadoras de Coldnia por grama de solo

O efeito negativo do incremento da concentracdo de hidrocarbonetos sobre a
microbiota vem sendo observado desde os primeiros estudos de degradacdo desses compostos
entre os anos de 1908 e 1919 (BUSHNELL e HAAS, 1941). Del’Arco e de Franca (1999)

verificaram uma significativa redugdo nas taxas de biodegradacéo de 6leo &rabe leve em solo
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arenoso, quando se aumentava a concentracdo de 6leo no solo de 7 para 14 g/kg, enquanto
Meysami e Baheri (2003) observaram acéo fungistatica para valores de TPH no solo acima de
14 g/kg. Assim, pode-se inferir que a reducéo da concentracgéo de hidrocarbonetos no solo em
estudo constituiu uma condigdo favoravel & microbiota.

Dado que os solos foram tratados na UDT a 350°C, por 12 minutos, o solo na saida do
forno se encontrava estéril. Entretanto, no patio de armazenamento, local da amostragem, 0s
solos tiveram contato com o ambiente, sendo recolonizados por micro-organismos, 0s quais
puderam se multiplicar, justificando as concentracfes observadas de Bactérias Heterotroficas
Aerdbias e Fungos Filamentosos.

Outra hip6tese para o aumento da concentracdo microbiana nos solos tratados pela
UDT é a reducédo da concentracdo de compostos persistentes e intemperizados ao longo dos
55 anos, desde a disposicédo até a intervengdo. O tratamento térmico pode ter possibilitado as
concentragdes de hidrocarbonetos alcancarem niveis abaixo dos valores inibitdrios, tanto para
os fungos, quanto para as bactérias. Além disso, o pH do solo tratado via UDT e a relacéo
C:N:P obtida se encontravam na faixa considerada adequada para o crescimento de micro-
organismos em solos, as custas de hidrocarbonetos (FRANCO et al. 2004, RAHMAN et al.

2002).

5. 5 Ensaios de fitotoxicidade do solo contaminado e do solo tratado na UDT

A maioria dos estudos discutindo a eficiéncia de processos térmicos para o tratamento
de solos contaminados por hidrocarbonetos do petréleo foi demonstrada apenas sob o ponto
de vista fisico-quimico. Tal fato é explicado pela constatacéo da reducdo dos contaminantes,
para padrBes considerados aceitdveis ou de risco aceitdvel pelas legislacbes vigentes

(BIACHE et al. 2009, KULKARNI et al. 2008). Por outro lado, pouca informagéo foi
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divulgada com respeito ao impacto da operacdo sobre a recuperagdo do funcionamento do
habitat natural do solo, sendo o teste de fitotoxicidade uma das mais simples formas de
diagndstico da fertilidade de solos tratados por dessorcdo térmica (DAZY; FERARD e
MASFARAUD, 2009).

Nas amostras de solo impactado por hidrocarbonetos de petréleo e no solo tratado por
dessorcdo térmica, o efeito fitotoxico foi observado utilizando-se os vegetais: Cucumis
anguria (maxixe-do-norte), Allium porrum (alho-porr6) e Cucumis melo (meldo-caipira).

Os dois tipos de solo ndo mostraram efeito fitotdxico para Cucumis sativus (pepino-
caipira). Os resultados da Germinagdo Relativa das Sementes (GRS) para 0s outros vegetais

estdo apresentados na Figura 5.1.
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Figura 5.1 — Germinagdo Relativa das Sementes (GRS)

A determinacdo da GRS compara 0 nimero de sementes germinadas na amostra com
0 nimero de sementes germinadas no controle e por esta razdo, os valores podem ser
superiores a 100%. No solo contaminado, a GRS foi de 3,4 a 69,2+1,1% (p<0,05) engquanto
que no solo tratado por dessor¢do térmica foi de 72,2 a 107,7+1,1% (p<0,05). Os resultados

revelaram que as altas concentragdes do contaminante no solo exerceram um efeito
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significativamente negativo para a germinagdo de C. anguria e A. porrum. Sob a germinag&o
de C. melo, este efeito foi mais sutil.

O processo de germinacéo, isto €, o conjunto de eventos que antecedem o rompimento
do tegumento e finalizam com a emergéncia da radicula, depende em maior grau, de fatores
internos do que de fatores externos. Isto significa que em condigOes apropriadas de luz e
umidade, o embrido requer mais dos nutrientes armazenados, enquanto 0S nutrientes
disponiveis no meio sdo absorvidos mais tarde, quando da formagéo da raiz (ARAUJO e
MONTEIRO, 2005).

Tal fato pode explicar a coincidéncia nos tempos de germinacdo, ocorridos entre 48 e
72 h do inicio do teste, nas sementes expostas ao extrato do solo e ao controle com &gua
destilada. Considerando que os HPA e os nutrientes dissolvidos na agua destilada, utilizada
em ambos 0s casos, ndo foram absorvidos como uma fonte complementar de energia, a
inibicdo da germinacdo pode ter sido causada por outros fatores, como por exemplo, a
diferenca de pressdo osmotica, formada pelo gradiente de concentracdo dos HPA no meio ou
pelo tamanho da semente (REYNOSO-CUERVAS et al. 2008, FORTUNATO e
NICOLOSO, 2004).

Sob a influéncia dos compostos toxicos do solo, mais de 70% das sementes de C.
melo germinaram, porém os contaminantes impediram significativamente a germinagéo de C.
anguria e A. porrum. Com a reducdo da concentragdo dos contaminantes apds a dessorcéo
térmica, a diferenca entre o niamero de sementes germinadas de C. anguria e A. porrum do
numero de sementes germinadas de C. melo foi superior a 30%.

Isto implica no fato da quantidade de reservas de energia nas sementes exercer
influéncia direta sob a germinagdo de sementes na presenga de compostos toxicos, ou seja, as
sementes pequenas como C. anguria e A. porrum sdo mais sensiveis, por serem constituidas

de menos reservas que as sementes maiores como C. melo (TIQUIA; TAM e HODGKISS,
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1996). Alguns exemplos na literatura reforcam esta hip6tese, tais como, Rhynchelytrum
repens (capim-gafanhoto) (REYNOSO-CUERVAS et al. 2008), Lactuca sativa (alface)
(HAMDI et al. 2007), Festuca arundinacea (festuca) (SMITH et al. 2006) e Lepidium
sativum (mastruco) (McCLURE; FRY e WEIGHTMAN, 1991).

A utilizacdo de sementes claras garantiu que nenhuma delas apresentasse
fotoblastismo positivo, permitindo que a auséncia da luz ndo constituisse um fator de inibicéo
da germinacdo, concordando com os achados de Cordazzo e Aracama (1998). De acordo com
dos Santos e Cardoso (2001), C. anguria € um vegetal cujas sementes compostas por dois
cotilédones, germinam em temperaturas na faixa de 16,0 a 35,5°C. Uma vez que o0 ensaio foi
conduzido a 22,0°C, descartaram-se todas os vieses importantes, confirmando o papel do
tamanho das sementes sobre os resultados.

O teste de elongacdo relativa da raiz é considerado um dos métodos mais importantes
no monitoramento de compostos toxicos no meio. Os resultados do teste estdo mostrados na

Figura 5.2.
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Figura 5.2 — Elongacéo Relativa da Raiz (ERR)
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A Elongacdo Relativa da Raiz (ERR) no teste com solo antes do tratamento térmico
variou de 4,9 a 68,2+1,1% (p<0,05). C. anguria foi o vegetal mais sensivel e C. melo o mais
resistente. No solo tratado na UDT, a ERR ficou entre 56,2 e 68,2+1,1% (p<0,05), tendo C.
melo mantido 0 mesmo resultado.

Quando comparado ao teste de germinacao relativa, a ERR se mostrou mais sensivel,
confirmando as observacdes de Aradjo e Monteiro (2005). Ao contrario da germinacdo, a
elongacdo da raiz pode ser influenciada por diversos fatores externos, tais como, pH,
temperatura, salinidade, presenca de metais e concentracdo dos HPA. As raizes sdo 0s 6rgaos
responsaveis pela absorcdo e bioacimulo dos HPA nos vegetais e por conta das
caracteristicas destes compostos, as raizes compreendem a parte mais afetada da planta,
superando inclusive as partes aéreas (ARAUJO e MONTEIRO, 2005).

As raizes das espécies estudadas apresentaram-se visualmente brancas em todos 0s
testes. Além disso, foi observado o desenvolvimento de raizes secundéarias no C. melo e C.
anguria (Figura 5.3). De acordo com Inderjit, Saini e Kaur (2005) e Fortunato e Nicoloso
(2004), o surgimento de raizes secundarias pode ser indicativo de estresse osmoético, bem

como pode marcar a diminuigdo da taxa de alongamento da raiz.

Figura 5.3 — Elongacéo das raizes de Cucumis anguria (maxixe-do-norte) no extrato do solo

contaminado com residuo oleoso de fundo da camara de destilacdo a vacuo, apresentando

desenvolvimento de raizes secundarias (destaque, aumento: 4X). Foto: Ulrich Vasconcelos
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O mecanismo de acdo dos HPA nas plantas foi descrito como a reducdo da habilidade
da raiz em absorver agua e nutrientes (DEBIANE et al. 2008). No solo tratado na UDT, os
percentuais de elongacgao das raizes foram similares em todas as plantas testadas. No entanto,
A. porrum obteve uma ERR cerca de 20% menor que C. anguria e C. melo. Tal observacao
contrariou os resultados de Tiquia, Tam e Hodgkiss (1996). Geralmente, neste tipo de teste,
as monocotileddneas, grupo ao qual A. porrum pertence, Sd0 mais resistentes do que as
dicotiledoneas, representadas por C. anguria e C. melo. A sensibilidade de A. porrum
possivelmente esta relacionada ao tamanho de sua semente, cerca de trés vezes e uma vez e
meia menor que as sementes de C. melo e C. anguria, respectivamente.

O indice de Germinagao das sementes (l) foi 0 pardmetro analisado mais sensivel do
teste (Figura 5.4). A razdo da maior sensibilidade é justificada pelo fato deste indice

combinar os valores de germinagéo das sementes com os da elongagéo da raiz.

IG (%)

Cucumis melo Cucumis anguria Allium porrum

@ Solo contaminado @ Solo tratado na UDT

Figura 5.4 — indice de Germinagao das sementes (Ig)

Nas amostras de solo contaminado, os Ig variaram de 0,2 a 47,2+1,1% (p<0,05). O

efeito téxico mais pronunciado foi observado com C. anguria, ao passo que C. melo obteve o
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maior lg. A presenca dos contaminantes residuais no solo apds o tratamento na UDT
promoveu 0 aumento significativo do lIg nos vegetais estudados, variando de 40,6 a
73,5+1,1% (p<0,05).

O aumento do lg resulta de um namero semelhante de sementes germinadas no
extrato de solo e no controle, em uma maior taxa de elongagéo da raiz. Para qualquer vegetal,
quando o Ig varia de 50 a 80%, a fitotoxicidade dos constituintes do solo é considerada
moderada, abaixo de 50%, a fitotoxicidade é considerada alta e acima de 80%, ndo existe
efeito fitotoxico (ANASTASI et al. 2009).

Os resultados do teste de ecotoxicidade contribuiram para comprovar que a
diminuicdo do efeito inibitdrio nas plantas coincidiu com a reducdo significativa da
concentragdo de hidrocarbonetos do petréleo do solo, apds o tratamento por dessorcéo
térmica. Ainda assim, a presenca de 8,43 mg/kg de HPA residuais promoveu uma toxicidade
de moderada (C. anguria e C. melo) a alta (A. porrum), resultado em desacordo com Debiane
et al. (2008), cujo efeito fitotoxico dos hidrocarbonetos foi detetado em concentragfes acima
de 10 mg/kg. Desta forma, concluiu-se que do ponto de vista biol6gico, o tratamento térmico
ndo foi eficiente, justificando o emprego de uma etapa para tratamento sequencial desses

solos.

5. 6 Ensaios de biorremediacdo

5. 6. 1 Micro-organismos utilizados no bioaumento

Os ensaios de bioaumento foram conduzidos utilizando uma cultura mista preparada

com micro-organismos autéctones, isolados através de técnicas tradicionais de cultivo,

adotando-se o critério de predominancia nas placas nas diferentes dilui¢des. De acordo com
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Supaphol et al. (2006), os individuos isolados de &reas impactadas por 6leo, quando
predominantes nas placas podem ser considerados agentes biorremediadores em potencial.
Partindo-se desta premissa, vinte micro-organismos foram isolados, sendo onze bactérias
(CW-1, CW-2, CW-3, CW-4 e CW-5 do solo contaminado e CW-6, CW-7, CW-8, CW-9,
CW-18 e CW-20 do solo tratado na UDT) e nove fungos filamentosos (CW-10, CW-11, CW-
12, CW-13, CW-14 e CW-15 do solo contaminado e CW-16, CW-17 e CW-19 do solo
tratado na UDT).

Os isolados foram aclimatados em meio mineral utilizando 6leo cru como unica fonte
de carbono e apenas oito culturas puras restaram ao final desta fase, sendo quatro bactérias e
quatro fungos filamentosos. Dentre as bactérias, duas eram Gram-negativas, Pantoea
agglomerans CW-18 e Serratia marsescens CW-20 e duas outras, Gram-positivas, Bacillus
cereus CW-4 e Gordonia amicalis CW-7, esta Gltima uma actinobactéria. As bactérias Gram-
negativas juntamente com as actinobactérias sdo consideradas grupos importantes no
processo de biodegradacdo de hidrocarbonetos, por serem mais numerosas em solos
contaminados por 6leo (FRANCO et al. 2004).

Dentre os fungos filamentosos, trés linhagens pertenciam ao filo Ascomycota,
Aspergillus fumigatus CW-10, Aspergillus terreus CW-11 e Aspergillus carneus CW-12. Um
quarto isolado foi identificado como Syncephalastrum racemosum CW-14 inc. sed.?. Todos
0S micro-organismos sdo especies reconhecidamente ligninoliticas, as quais apresentam
inespecificidade enziméatica como uma vantagem metabdlica, favorecendo a quebra dos anéis

dos HPA (ROMERO et al. 2010).

2 Incertae sedis - hé& incertezas quanto a posicdo do género Syncephalastrum no filo Zycomycota, sendo
atualmente incluido na ordem Mucorales do subfilo Mucoromycotina.
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5. 6. 2 Biorremediagdo com uso de planejamento experimental

Considerando que o solo tratado na UDT apresentou compostos remanescentes e
efeitos fitotoxicos, planejou-se uma implantacdo de estratégias de tratamento microbiol6gico
sequencial as operagdes de dessor¢do térmica. O baixo custo foi o principal critério de
escolha dessas metodologias. Dado o nimero de varidveis nos processos biolégicos, optou-se
por ferramentas de planejamento experimental, com fins de reduzir o tempo e selecionar
varigveis importantes.

Sabendo que multiplas interagdes podem agir no solo, os planejamentos fatoriais
constituem uma das ferramentas mais Uteis durante a fase preliminar em estudos de
biorremediacéo, pois diminuem o nimero de experimentos, ganham em tempo e reduzem os
custos (PHOA; XU e WONG, 2009, VICENTE et al. 1998). Vale ressaltar que o
planejamento fatorial ndo compreende uma ferramenta meramente académica. Recentemente,
Khan et al. (2011) apresentaram varios exemplos desta pratica empregada em diversos
segmentos da inddstria, tais como automotiva, naval e eletrénica.

A Tabela 5.8 apresenta a matriz estendida do planejamento de experimentos
empregado e os respectivos resultados, considerando as perdas abi6ticas. Sobre o percentual
de reducdo dos HPA, foi estudado o efeito das varidveis fertilizante comercial NPK
(bioestimulo), cossubstrato (adi¢do de glicerol PA) e cultura mista (bioaumento), codificadas
por X;, X, e Xs, respectivamente. Os simbolos + e — indicam, respectivamente, o nivel
superior e o nivel inferior, para cada variavel de entrada. Os valores reais das variaveis X; e
X, também estdo apresentados. No caso da variavel Xs, os simbolos + e — estdo associados a
adicdo ou ndo da cultura mista.

A variagdo das condicOes experimentais promoveu mudancas no percentual de

biodegradacdo dos HPA no solo e as perdas abioticas, determinadas em 10%, foram
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consideradas baixas, estando em acordo com dados reportados na literatura (PERFUMO et al.

2007, OLIVEIRA e DE FRANGCA, 2005, McNALLY’; MIHELCIC e LUEKING, 1998).

Tabela 5.8 — Matriz estendida do planejamento fatorial 2

Fertilizante ~ Cossubstrato, ~ Bioaumento,  Reducéo dos
Reatores NPK, X1 X2 X3 HPA (%)
1 + (100 mg/kg)  + (0,63 mg/kg)  + (presenca) 35,0+0,4
2 — (0 mg/kg) + (0,63 mg/kg)  + (presenga) 49,0+0,1
3 + (100 mg/kg)  + (0,63 mg/kg) - (auséncia) 45,010,2
4 — (0 mg/kg) + (0,63 mg/kg) - (auséncia) 68,0+0,1
5 + (100 mg/kg) - (0,00 mg/kg)  + (presenca) 64,010,1
6 — (0 mg/kg) - (0,00 mg/kg)  + (presenga) 43,0+0,1
7 + (100 mg/kg) -(0,00 mg/kg) - (auséncia) 71,010,2
8 — (0 mg/kg) — (0,00 mg/kg) — (auséncia) 58,0+0,1
9 Perdas abiéticas 10,0+0,1

HPA - Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos

* Considerando as perdas abi6ticas, apos 60 dias de experimentos

Apesar da Tabela 5.8 apresentar os melhores resultados na auséncia do bioaumento e
que na presenca do cossubstrato, a adicdo do fertilizante reduziu a variavel de resposta, tais
valores ndo puderam ser interpretados de forma direta, dada a necessidade de uma avaliagéo
da significAncia dos parametros estudados, considerando também os efeitos das interacfes
dos fatores. Assim, os resultados de biodegradagdo dos HPA foram usados para construcdo
de um modelo empirico, com vistas a descricdo dos dados experimentais, obtendo-se a
Equacéo 5.1 (Eqg. 5.1).

Y = botb1 X1 + boXot+ baXs + boXiXo + b13X1 X3 + basXoXz + b1oaX1XoX3 (Eq 51)
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Onde: Y é a variavel resposta; X;, X, e X3 sdo as varidveis de entrada, uso de
fertilizante comercial NPK, uso de 0,63 mg/kg de cossubstrato (glicerol PA) e bioaumento; e
bo, b1, b2, b3 e b1p3 sdo constantes.

Uma regressdo hierarquica foi aplicada, implicando na eliminacdo de forma
sequencial dos termos ndo significativos, para um nivel de significancia de 95% e na

manutencao dos termos mais significados, obtendo-se a Equagéo 5.2 (Eq. 5.2).

Y =54,13 - 9,75X, — 12,75X5— 17,75X1 X2 + 4,25X1Xs  (EQ. 5.2)

Onde: Y é o percentual de biodegradacdo dos HPA e Xj, X, e X3 sdo, respectivamente,
uso de fertilizante comercial NPK, uso de 0,63 mg/kg de cossubstrato (glicerol PA) e
bioaumento. Os valores das constantes b, by, bs, b1 e bi3 apresentados na Tabela 5.9 estdo
relacionados com os termos lineares da Eq. 2. Todos esses valores foram considerados no

modelo matematico, baseando-se 0s valores obtidos nos Testes t e p.

Tabela 5.9 — Coeficientes de regresséo

Coeficiente de Desvio

Fator Teste t Valor p
regressao padréo
bo 54,13 0,13 443 0,0015
b, -0,75 0,25 -3 0,2048
b, -9,75 0,25 -39 0,0163
bs -12,75 0,25 -51 0,0125
D12 -17,75 0,25 -71 0,0090
D13 4,25 0,25 17 0,0374
D23 -1,75 0,25 -7 0,0903

A avaliacdo do modelo empirico foi realizada com auxilio da andlise da variancia,

apresentada na Tabela 5.10.
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Tabela 5.10 — Tabela ANOVA e de parametros estimados

Eator Soma Grau de Média . )
quadratica liberdade quadratica

X1 11 1 11 9 0,2048

X2 190,1 1 190,1 1521 0,0163

X3 325,1 1 3251 2601 0,0125

X1X2 630,1 1 630,1 5041 0,0090

X1X3 36,1 1 36,1 289 0,0374

X2X3 6,1 1 6,1 49 0,0903

Erro 0,1 1 0,1

Soma quadratica total ~ 1.188,9 7

A andlise de regressdo multipla foi usada para avaliar as varidveis estudadas. A Tabela
5.10 apresenta a andlise estatistica dos pardmetros estimados. Os valores F e p, num intervalo
de confianca de 95%, foram usados como ferramenta para verificar a significancia das
varigveis de entrada e das suas intera¢des. Os valores obtidos nos testes F e p demonstram
que a variavel X;X», interagdo do fertilizante e cossubstrato, foi a mais significativa sobre a
biodegradacéo dos HPA.

A medida de correlagdo usada para testar o ajuste da Eq. 5.2 foi o coeficiente de
correlagdo multipla r e o coeficiente de determinago r?. O fato do valor de r (0,9993), para o
modelo estatistico, ser muito préximo de 1, indica um alto nivel da correlagdo entre os
valores observados e previstos. O valor do coeficiente de determinacéo, r? = 0,9999, indica
que menos de 1% das variacOes do processo ndo sdo explicadas pelo modelo. Os baixos
valores do Teste p indicaram que os termos associados foram significativos.

Uma ferramenta que também pode ser empregada para interpretar os dados da Tabela

ANOVA ¢ o Diagrama de Pareto, apresentado na Figura 5.5.
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p=,05
X;- Fertilizante NPK; X,- Cossubstrato; Xs- Bioaumento

Figura 5.5 — Diagrama de Pareto

Observa-se na Figura 5.5, que com um nivel de confianca de 95%, o termo
relacionado com o efeito da adicdo de fertilizante, X;, e o0 termo relacionado a interacdo das
variaveis: cossubstrato e bioaumento, X, e Xs, respectivamente, ndo foram estatisticamente
significativos sobre a varidvel de resposta. O termo associado ao bioaumento, X3 e aquele
associado ao uso do glicerol PA, X;, apresentaram-se significativos. No entanto, o termo mais
significativo entre todos, sobre a degradacdo dos HPA foi a interacdo das variaveis X; e Xa. A
interacdo das variaveis X; e X3 também foi estatisticamente significativa, porém de forma
marginal. As variaveis bioaumento e cossubstrato foram as mais importantes, isoladamente.
A variavel fertilizante ndo foi importante ao bioprocesso. No entanto, a interacdo deste fator
com os demais variaveis estudadas mostraram-se relevantes.

As curvas de contorno foram usadas para estudar os efeitos de sinergia e antagonismo

das variaveis de entrada sobre a biodegradacdo dos HPA. Na Figura 5.6 verifica-se que 0 uso
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de fertilizante, (+1), promoveu um pequeno aumento no percentual de redugdo dos HPA no
solo, passando de 55% para 65%, concordando as observacdes do Diagrama de Pareto, no
qual a variavel X; ndo foi estatisticamente significativa sobre o processo. Provavelmente, o
fato do solo ja apresentar teores de nitrogénio (= 1400 mg/kg) e fosforo (= 780 mg/kg)
requeridos para a biodegradacdo explique esta observacdo. Anterior aos experimentos do
planejamento fatorial, a relagdo C:N:P era de 100:6:3, faixa considerada adequada para
biorremediacéo de solos (MANCERA-LOPEZ et al. 2008, GALLEGO et al. 2006, KING et
al. 2005, EVANS et al. 2004). Com a adicdo do fertilizante (100 mg/kg) ndo ocorreu uma

mudanca significativa na relagdo C:N:P, bem como a diminui¢&o na degradacéo dos HPA.

+1

Cossubstrato

Fertilizante comercial NPK

Figura 5.6 — Curva de contorno demonstrando o efeito da utilizag&o do fertilizante comercial

NPK e de glicerol sobre o percentual de biodegradacdo dos HPA no solo
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Oliveira e de Franca (2005) estudaram o efeito da relagdo C:N na degradacdo de
hidrocarbonetos, provenientes de 6leo arabe leve, em solo arenoso, e verificaram que relagdes
C:N elevadas; 100:1 e 100:2 foram menos favoraveis a biodegradacdo dos hidrocarbonetos.
Nas relagdes C:N mais baixas estudadas, 100:5 e 100:10 foram obtidos maiores percentuais
de biodegradagdo dos compostos organicos, indicando a necessidade de suplementagdo de
nutrientes para a biorremediacéo.

Considerando a condigdo de uso de fertilizante, (+1), o uso do cossubstrato (glicerol
PA) possibilitou uma reducéo significativa na biodegradacdo dos HPA, de 65% para valores
inferiores a 50%, em acordo ao observado no Diagrama de Pareto, demonstrando que a
varidvel uso do glicerol foi muito importante para a biodegradacdo dos HPA. Os resultados
sugerem que provavelmente houve degradacdo preferencial do composto como fonte de
carbono. Na condi¢do de ndo uso de fertilizante, (-1), a variavel glicerol ndo influenciou
significativamente a biodegradacdo dos hidrocarbonetos, revelando a importancia da
interacdo entre essas duas variaveis.

A concentracdo de glicerol PA empregada nos experimentos resultou em uma relagéo
massica HPA:glicerol de 100:8. Convem salientar que, mesmo nesse valor de relagdo
massica, 0s resultados de biodegradacdo dos HPA demonstram que houve consumo
preferencial do glicerol, concordando as observagdes feitas por Zhang et al. (2005), que
estudaram a biodegradacdo de 6leo cru por linhagem de Pseudomonas aeruginosa em meio
liquido, bem como as observagdes de Duquenne et al. (1999), em um estudo da utilizagdo
preferencial do glicerol por linhagens de Bradyrhizobium japonicum e Pseudomonas
fluorescens. Logo, ficou clara a necessidade de um estudo complementar sobre a influéncia
da concentragdo de glicerol na biorremediacdo dos solos estudados, considerando relagGes

massicas ainda mais baixas entre esse cossubstrato e os hidrocarbonetos.
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A motivacdo do uso de glicerol foi lancar m&o do potencial tensoativo desse
composto, dado que o solo estudado possui um elevado teor de finos, isto é, materiais de
elevada area superficial e que tendem a reter hidrocarbonetos em seus micro e mesoporos,
dificultando a degradacdo (SEMPLE et al. 2007, JONER et al. 2004, MULLIGAN, 2004).

Na Figura 5.7 verifica-se que, na auséncia de fertilizante, (-1), o bioaumento
promoveu diminuig&o significativa no percentual de biodegradacdo dos HPA. Tal redugéo na
degradacdo partiu de 65% para valores inferiores a 45%, correspondendo a um decréscimo de
eficiéncia de processo em aproximadamente 30%. Na presenca de fertilizante, (+1), a adi¢ao
dos micro-organismos também exerceu um efeito negativo sobre a biodegradacdo dos HPA.
Nessa condicdo, a eficiéncia de biodegradagdo dos HPA foi reduzida cerca de 20%, passando
de 60% para 50%. Assim, foi possivel concluir que a presenca do consércio microbiano

resultou nas alteragGes mais drasticas do processo.

+1

Bioaumento

-1 o ) i +1
Fertilizante comercial NPK

Figura 5.7 — Curva de contorno demonstrando o efeito da utilizag&o de fertilizante comercial

NPK e da cultura mista sobre o percentual de biodegradacéo dos HPA no solo
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O bioaumento é uma técnica amplamente empregada e diversos estudos concluiram
que a adicdo de micro-organismos foi uma ferramenta favoravel & biorremediacéo de solos
contaminados com HPA (JACQUES et al. 2008, SUPAPHOL et al. 2006, MISHRA et al.
2001, KOMUKAI-NAKAMURA et al. 1996). Entretanto, cabe ressaltar que a maioria desses
estudos ocorreu em sistemas confinados e sob condi¢des controladas, as quais segundo El
Fantrossi e Agathos (2005), podem prolongar a vida da microbiota.

Em contrapartida, alguns relatos na literatura apontaram que o bioaumento néo
favoreceu a degradagdo dos HPA em solos, causados por alguns fatores, como a natureza e a
concentracdo do poluente, o uso de culturas axénicas e fatores nutricionais (GREEWOOD et
al. 2009, LIANG et al. 2009, MACHIN-RAMIREZ et al. 2008, POTIN; VIEGNIE e RAFIN,
2004, SATOH et al. 2003, CANET et al. 2001, HAY; DEES e SAYLER, 2001, entre outros).

A utilizacdo de individuos autdctones na composi¢do da cultura mista foi baseada nos
relatos que atribuem a estes isolados o melhor desempenho, justificando tal caracteristica a
excelente adaptacdo as condicOes oferecidas no ambiente de origem (HESSELSOE et al.
2008, SATOH et al. 2003).

Diversos estudos demonstraram a capacidade de biodegradacdo dos HPA pelos micro-
organismos utilizados na cultura mista: enterobactérias P. agglomerans (IYER; MODY e
JHA, 2006) e S. marsescens (WILSON et al. 1999); Gram-positivas B. cereus (SAMANTHA
et al. 2002) e G. amicalis (SHEN et al. 2010) e pelos fungos filamentosos A. fumigatus (YE
et al. 2011), A. terreus (ANASTASI et al. 2009), A. carneus (ESCALANTE-ESPINOSA et
al. 2005) e S. racemosum (BOONCHAN et al. 2000).

Tais estudos identificaram diferentes genes envolvidos na sintese de proteinas
relacionadas na degradacdo dos HPA, por exemplo, mono-oxigenases, dioxigenases,
peroxidases, lacases e desidrogenases, revelando o potencial degradador de cada micro-

organismo, cultivado sob a forma de culturas axénicas. Por esta razdo, antes do inicio do
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experimento foram realizados ensaios in vitro com o objetivo de verificar o antagonismo
entre as espécies integrantes do consorcio, ndo sendo demonstrada a existéncia significativa
desta relacdo.

E necessario destacar que o dleo utilizado na aclimatagio da microbiota continha um
teor de 32,3% de hidrocarbonetos aromaticos e 21,3% de compostos polares (SILVA et al.
2009). O teor de HPA presente no contaminante do solo, residuo de fundo da camara de
vacuo, representou 20,0% do TPH determinado, tornando ilegitimas as interferéncias
promovidas pelo 6leo durante o enriquecimento das linhagens.

A concentracdo do inéculo inicialmente fixada entre 10° e 10" UFC/mL garantiu um
crescimento de 14,7 vezes na populacdo microbiana do solo, contudo, observou-se um efeito
negativo no bioaumento. O mesmo néo foi obtido por Teng et al. (2010), cujo incremento na
populacéo foi de 16,6 vezes e o bioaumento se mostrou como a melhor alternativa na
biorremediacéo de HPA no solo.

De acordo com a literatura, diversos fatores podem contribuir no baixo rendimento do
bioaumento, tais como, problemas na adaptacdo relacionados ao aumento da fase lag
(BOUCHEZ et al. 2000), a presenca de inibidores do crescimento no solo, como metais
pesados (DUA et al. 2002), motilidade do micro-organismo (McCLURE; FRY e
WEIGHTMAN, 1991) e interacBes ecoldgicas negativas (MILLE-LINDBLOM; FISCHER e
TRANVIK, 2006). Nesses casos, a competi¢do entre a microbiota inoculada e a microbiota do
solo pode desencadear um processo que culmina com a morte celular sem que sejam gerados
descendentes, fendmeno conhecido por die-off (MOHAN et al. 2009, POTIN; VEIGNIE e
RAFIN, 2004).

Possivelmente, as falhas do bioaumento neste estudo podem ser atribuidas a fatores
nutricionais. O pré-indculo foi confeccionado utilizando o caldo Bushnell-Haas como

veiculo, cuja formulagdo foi desenvolvida para estudos de degradacdo de hidrocarbonetos,
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contudo, o caldo Bushnell-Haas apresenta auséncia de cofatores, tais como oligoelementos e
vitaminas, essenciais para a sintese de algumas enzimas (BUSHNELL e HAAS, 1941). Este
cenério de pressdo seletiva expds um problema bastante recorrente neste tipo de investigacéo,
isto é, quando sob baixas concentracBes de nutrientes, o consorcio elege outra fonte
preferencial de carbono no solo, que ndo os HPA (MOHAN et al. 2009, MACHIN-
RAMIREZ et al. 2008, MOORTHI; DEECARAMAN e KALAICHELVAN, 2008,
FERENCI, 2001, HAY; DEES e SAYLER, 2001, SATOH et al. 2003). Neste contexto,
sugere-se a possivel existéncia de micro-organismos hidrocarbonoclasticos com estado
nutricional deficiente no momento da adig¢do do indculo ao solo.

Cabe ressaltar que outros substratos estavam disponiveis no solo, tais como, as
fragdes leves do dleo e o glicerol, podendo os mesmos, terem servido de fonte de carbono
para uma biomassa em crescente desenvolvimento. Hesselsoe et al. (2008) compararam a
atuacdo de diferentes culturas mistas compostas por individuos sobre a degradagdo de HPA
em solos e observaram que tais consorcios preferiram e se mantiveram utilizando fontes de
carbono de mais facil assimilacéo.

Embora registrando o menor percentual de biodegradacdo dos HPA, o uso do
bioaumento também permitiu a remoc&o desses compostos do solo. Ainda que alguns autores
reconhegam as limitacBes dessa metodologia, considerando-a “controversa” e “imprevisivel”
(MOHAN et al. 2006, RINGELBERG et al. 2001), o bioaumento ainda é bastante utilizado e
diversas estratégias sdo empregadas visando diminuir seus efeitos adversos, tais como, o
encapsulamento de bactérias, hifas e esporos com alginato, a combina¢do com agentes
emulsificantes e o emprego de organismos geneticamente modificados (EL FANTROUSSI e
AGATHOS, 2005, LESTAN e LAMAR, 1996, GOLDSTEIN; MALLORY e ALEXANDER,

1985).
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A Figura 5.8 ilustra que um efeito negativo também foi observado para o caso do
bioaumento com ou sem uso de glicerol PA. A cultura mista promoveu uma redugdo na
biodegradacao dos HPA, de 65% para aproximadamente 50%. Na presenca do cossubstrato, a
introducdo do indculo promoveu uma reducdo significativa na biodegradacdo dos HPA, de
60% para aproximadamente 45%, enquanto que na auséncia do glicerol, observou-se uma
reducdo mais atenuada, de 60% para aproximadamente 55%. Nesse caso, a reducdo pdde ter
relacio com a degradacdo preferencial do glicerol, que atuaria em sinergismo ao efeito

negativo do bioaumento.

+1

Bioaumento

Cossubstrato

Figura 5.8 — Curva de contorno demonstrando o efeito da utilizacdo do glicerol e da cultura

mista sobre o percentual de biodegradagdo dos HPA no solo

O conjunto dos dados apresentados permitiu concluir que as variaveis, bioaumento e

glicerol, agiram de forma negativa sobre a biodegradacdo dos HPA do solo. Destaca-se que,
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em todas as condi¢Oes experimentais testadas houve biodegradagéo dos HPA, e os valores
obtidos apresentaram-se, aproximadamente, entre 40 e 65%. Foi também verificado um
pequeno incremento da biodegradagdo dos HPA com o uso do fertilizante, no solo estudado,
revelando a maior necessidade de nutrientes, pela microbiota para a biodegradagido dos HPA.
Embora de origem comercial, o fertilizante representa uma parcela positiva nos custos da
biorremediacéo e considerando o decréscimo na remocgdo dos HPA no solo com o uso do
bioaumento e do glicerol PA, concluiu-se que o bioprocesso nas condi¢Oes investigadas
ocorreu de forma viavel, eficaz e economicamente atrativa, sem a necessidade de intervencéao

por bioaumento, por bioestimulo ou pela adi¢do de 0,63 mg/kg do cossubstrato.

5. 6. 3 Monitoramento da biorremediagéo

As temperaturas do ambiente e do solo, bem como valores de umidade relativa do ar e
umidade e pH do solo ndo foram tomados como varidveis de entrada do planejamento
experimental, uma vez que tais pardmetros ndo se mantém constantes em campo.

Durante os experimentos foi observada em média, 24,0+0,3°C e 23,510,3°C (p<0,05),
para as temperaturas do solo e do ambiente, respectivamente. A variacdo de temperatura é
dada principalmente pelas passagens de frentes frias pela cidade do Rio de Janeiro, no
entanto, dentro da faixa registrada, o processo de degradagédo ndo foi dificultado, em funcéo
da atividade metabdlica dos micro-organismos meséfilos (MOHAMED et al. 2006).

A umidade do solo foi mantida numa faixa que compreendeu entre 70 e 80% da
capacidade de retengdo de agua, ou seja, entre 15,0 e 17,2+0,3% (p<0,05), sendo verificada a
media de 16,4+0,2% (p<0,05). A correcéo da umidade nos reatores se fez mais necessaria nos
dias em que a umidade relativa do ar estava abaixo de 70 g/m?, entretanto, foi possivel

observar durante todo o processo que a umidade do solo esteve inserida na faixa ideal de
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biodegradacao de hidrocarbonetos do petroleo, isto é, com valores entre 15 e 20% (KOTER,;
WHITE e KELSEY, 2001).

O pH do solo diminuiu ao longo dos 60 dias, registrando a média de 7,4+0,1 (p<0,05),
valor considerado 6timo para este tipo de bioprocesso (FRANCO et al. 2004). A oxidagao
microbiana das fracdes leves e pesadas do 6leo produzem diversos tipos de acidos organicos,
entre Cig e Cyo, em média, que reduzem o pH do solo e revelam evidéncias de uma microbiota
metabolicamente ativa (WATSON et al. 2002).

A Figura 5.9 expGe ao longo dos 60 dias de bioprocessos, a quantificagdo das
Bactérias Heterotroficas Aerébias (BHA) nos experimentos de biorremediacdo. Aos reatores
1, 2, 5 e 6 foi adicionado o consorcio microbiano e o reator 8 corresponde ao sistema sem

tratamento sequencial.

1,00E+10
1,00E+09 -

1,00E+08 -

UFC/g de solo

1,00E+07 -

1,00E+06 -
1 2 3 4 5 6 7 8

Reatores
E(007 @15830 360

Tempo (dias)
Figura 5.9 — Quantificacdo das Bactérias Heterotroficas Aerdbias do solo durante 60 dias de
experimento nos diferentes tratamentos sequenciais: 1- fertilizante + cossubstrato +

bioaumento; 2- cossubstrato + bioaumento; 3- fertilizante + cossubstrato; 4- cossubstrato; 5-

fertilizante + bioaumento; 6- bioaumento; 7- fertilizante; 8- sem tratamento
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O solo anteriormente a qualquer tratamento microbiolégico sequencial apresentou
uma populagdo de BHA por volta de 10’ UFC/g (reator 8). Em solos contendo
hidrocarbonetos do petrdleo, considera-se elevada uma populacdo bacteriana nesta
concentracdo e valores similares aos observados no presente estudo podem ser encontrados
na literatura (CHEN et al. 2005, ZUCCHI et al. 2003, MISHRA et al. 2001).

Foi verificado que no inicio do experimento, a adicdo do consdrcio microbiano
promoveu o aumento, em uma ordem de grandeza, na concentracdo de bactérias nos reatores
cuja variavel bioaumento foi empregada (1, 2, 5 e 6), entretanto, ao longo do experimento, o
desenvolvimento celular apresentou um perfil similar em todas as condigdes testadas.

O maior incremento da populagdo foi observado com 7 dias, em uma ordem de
grandeza nos sistemas com bioaumento (1, 2, 5 e 6) e em duas ordens de grandeza, nos
reatores sem esta variavel (3, 4 e 7), revelando o estabelecimento de fendmenos de
antagonismo entre a microbiota do solo e o consorcio. Esta competicdo nos momentos
iniciais do teste possivelmente adiou a velocidade de degradagdo dos HPA, influenciado nos
resultados obtidos com a variavel bioaumento, como ja discutido anteriormente.

Observou-se ainda que o suplemento de 100 mg/kg de fertilizante ndo formou um
gradiente inibitdrio para 0s micro-organismos, uma vez que o0 teores de nitrogénio (<1400
mg/kg) e fésforo (=780 mg/kg) no solo eram considerados ideais para a biorremediagdo.
Sabe-se que esses elementos sdo importantes para producéo de biomassa e quando em altas
concentracdes, principalmente o nitrogénio, pode ocorrer estase em fungdo da alteracdo da
salinidade e do pH (LEY'S et al. 2005).

No intervalo de 15 dias, a concentracdo celular reduziu cerca de dez vezes em todos
0s reatores, iniciando um processo de reestabelecimento das concentragbes microbianas
proprias do solo, alcancadas por volta de 30 dias e mantidas até o final do experimento. Este

comportamento € comum neste tipo de estudo e esta relacionado ao esgotamento de
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nutrientes (BAEK et al. 2007, MORELLI et al. 2005, McCLURE; FRY e WEIGHTMAN,
1991).

O reestabelecimento da densidade celular possivelmente esteve relacionado a
adaptacdo da microbiota ao contaminante e metabdlitos, formados a partir do incremento da
atividade microbiana promovido pelo emprego do bioaumento e do bioestimulo. Esta
observacdo foi sugestiva da presenca do fendmeno de tolerancia. As estratégias para
manutenc¢do das populagdes é uma das propriedades mais importantes dos micro-organismos
do solo. De uma forma geral, os estresses ambientais, tais como, a contaminagcdo por
hidrocarbonetos do petréleo, promovem efeitos compensatorios, levando a microbiota ao
equilibrio e a estabilidade (FERNANDEZ et al. 1999).

Essas mesmas consideragdes podem ser feitas para os Fungos Filamentosos. Na
Figura 5.10 estdo apresentadas as médias da quantificacdo nos solos ao longo dos 60 dias do
bioprocesso. Nos reatores 1, 2, 5 e 6 foi adicionado o consorcio microbiano e o reator 8
corresponde ao sistema sem tratamento sequencial.

A populacdo inicial dos Fungos Filamentosos (FF) foi de aproximadamente 10°
UFC/g (reator 8), valor condizente aos obtidos em solos contendo hidrocarbonetos do
petréleo (CARMICHAEL e PFAENDER, 1997).

Da mesma forma como observado na quantificagdo anterior, a adicdo da cultura mista
(reatores 1, 2, 5 e 6) promoveu 0 aumento da concentragdo de fungos em uma ordem de
grandeza e ao longo do experimento, o desenvolvimento celular apresentou um perfil similar
em todos as condigOes testadas. O maior incremento da populagdo ocorreu no intervalo de 7
dias, cerca de dez vezes nos reatores adicionados com a cultura mista e cem vezes nos
sistemas sem a variavel bioaumento (3, 4 e 7), indicando que fendmenos de antagonismo

também ocorreram entre os fungos adicionados e a microbiota do solo.
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Figura 5.10 — Quantificagdo dos Fungos Filamentosos do solo durante 60 dias nos diferentes
tratamentos sequenciais: 1- fertilizante + cossubstrato + bioaumento; 2- cossubstrato +
bioaumento; 3- fertilizante + cossubstrato; 4- cossubstrato; 5- fertilizante + bioaumento; 6-

bioaumento; 7- fertilizante; 8- sem tratamento

No intervalo de 15 dias a concentracdo fungica comecou a diminuir, atingindo os
valores quantificados no solo sem tratamento aos 60 dias de experimento. Comparando-se 0
intervalo, no qual a reducdo da concentracdo de bactérias foi observada, verificou-se que o0s
FF necessitaram apenas da metade desse tempo. Tal comportamento foi igualmente
observado por Ballaminut e Matheus (2007), sendo sua causa atribuida & maior sensibilidade
dos fungos com relacdo ao esgotamento dos nutrientes. Além disso, a reducdo da
concentracdo de FF pode ser também conferida a auséncia de material ligninocelulésico no
solo e do valor do pH do meio (MEYSAMI e BAHERI, 2003).

As perdas abitticas foram determinadas na ordem de 10%. Nas condi¢des
estabelecidas nesta investigacdo, isto €, a temperatura ambiente, com variacdes de luz e na

presenca de oxigénio, possivelmente resultaram de fendmenos de volatilizacdo, foto-
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oxidag&o, auto-oxidagdo e complexacéo, como reportado pela literatura (IMFELD et al. 20009,
FRASER et al. 2008, BORRACINO et al. 2001, TIEDJE et al. 1999).

O nitrato de prata como alternativa de substituicdo de substancias toxicas como azida
de sddio e sais de mercdrio, se mostrou um potente bactericida e fungicida, concordando com
diversos estudos de atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas, bem como esporos e formas vegetativas de leveduras e fungos filamentosos
(WRIGHT et al. 1999, HIDALGO et al. 1998, FURR et al. 1994). As propriedades
antimicrobianas da prata sdo conhecidas hd mais de 7000 anos e seu mecanismo de acéo
envolve ligacdo com as proteinas e posterior coagulacdo. A liberacdo dos ions Ag* também
promove combinagfes com radicais sulfidrilas, fosfato e amina, levando & precipitacdo de
proteinas, inativacdo de enzimas e ligagbes com o DNA microbiano, culminando na morte
celular (SILVER; PHUNG e SILVER, 2006, SPACCIAPOLI et al. 2001, TAVARES, 2001,

KLASEN, 2000).

5. 7 Aplicacéo dos resultados do planejamento experimental

A andlise dos resultados do planejamento experimental revelou que a melhor condicdo
para a remocao dos HPA remanescentes no solo seria obtida com o estimulo da microbiota
utilizando concentragcdes menores que 0,63 mg/kg do glicerol, concordando com o estudo
recente de Mohajeri et al. (2010). Assim, foi investigado o efeito do suplemento de glicerol
nos teores de 0,32; 0,16 mg/kg e sem a adi¢éo do cossubstrato. Nessas condicgdes, as relagdes
massicas entre o carbono dos HPA e o carbono do glicerol foram de 100:20 e 100:10,
respectivamente. Os percentuais de biodegradacdo dos HPA estdo apresentados na Figura

5.11.
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Figura 5.11 — Biodegradagdo dos HPA durante 60 dias de processo

(concentragdo inicial de HPA = 8,43 mg/kg)

A reducgdo do teor de glicerol aumentou significativamente a remogdo dos HPA,
apoiando resultados obtidos em estudos prévios utilizando o composto como cossubstrato
durante a biodegradagdo de compostos toxicos (EASTERLING et al. 2009, CHEN; CHEN e
CHANG, 2007).

Em todas as concentragdes testadas houve degradacéo dos HPA. Apesar do glicerol
provavelmente ter servido como fonte preferencial de carbono, a adigédo de 0,63 mg/kg do
composto promoveu a reducdo de 64,1+0,5% (p<0,05) dos HPA. A concentragcdo que mais
estimulou o processo foi 0,32 mg/kg do cossubstrato, resultando um aumento de 12% da
biodegradacdo, 71,8+0,2 (p<0,05) e um incremento de 20% sobre o percentual verificado no
reator controle. A tentativa de reduzir a concentragdo de glicerol para 0,16 mg/kg nédo
produziu efeito significativo, obtendo-se uma remocéo de 58,3+0,5 (p<0,05), valor bastante
proximo ao observado no reator controle, 58,1+0,1% (p<0,05). Tal resultado possivelmente
se deve ao menor crescimento microbiano das linhagens responséveis pela biodegradagdo dos

HPA. A remocdo via biorremediacdo intrinseca é reportada na literatura como sendo um
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processo lento. Contudo, ressalta-se que a dessorcdo térmica pode redistribuir os
contaminantes no solo, justificando o fato do percentual de remogéo dos HPA obtido tenha
sido superior aos observados por outros estudos em solos néo tratados previamente em UDT

(AYOTAMUNO et al. 2006, XU e OBBARD, 2004).

O resultado da quantificacdo de Bactérias Heterotroficas Aerdbias (BHT) e de Fungos

Filamentosos (FF) no solo estdo mostradas nas Figuras 5.12 e 5.13, respectivamente.

1,00E+09 -
1,00E+08 -
1,00E+07 -
1,00E+06 T T T T )
0 7 15 30 60
Tempo (dias)
——0,63 —e—0,32 0,16 ——0,00

Concentragdo de glicerol PA (mg/kg)

Figura 5.12 — Bactérias Heterotroficas Aerdbias no solo
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Figura 5.13 — Fungos Filamentosos no solo

Os teores de nitrogénio e fosforo presentes no solo foram suficientes para garantir 0s
nutrientes necessarios para a microbiota, verificado pela estabilidade da populagéo microbiana
no reator sem cossubstrato. A presenca de glicerol nas concentragdes de 0,32 e 0,63 mg/kg
estimulou o crescimento microbiano, registrando-se 0 maior incremento da populagdo nos
primeiros sete dias do experimento, atingindo cerca de duas ordens de grandeza a partir do
valor inicial, cerca de 10°e 10* UFC/g, para BHA e FF, respectivamente. No reator contendo
0,16 mg/kg de glicerol, observou-se um discreto aumento da microbiota no mesmo periodo.
Tal fato € claramente justificado pela baixa concentracdo do composto.

Ao longo do tempo, a populagdo microbiana diminuiu e reestabeleceu uma
concentracdo semelhante a determinada no inicio do experimento, para todas as condi¢Oes de
glicerol testadas. O tempo necessério para o reestabelecimento de BHA foi entre 30 a 60 dias,
enquanto para os FF, de 15 a 30 dias. A reducdo da microbiota neste tipo de investigacédo é
um evento normalmente previsto, podendo estar relacionada tanto ao esgotamento de

nutrientes, como & presenca de metabdlitos toxicos e posteriormente ao fendmeno de
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tolerancia, promotor da estabilidade da populagdo diante do contaminante e metabdlitos, os
quais sdo removidos através de vias cometabolicas (IGWO-EZIKPE et al. 2010,
AYOTAMUNO et al. 2007).

O cometabolismo se caracteriza pelo aumento da taxa de transformagao especifica de
um substrato, por unidade de biomassa, na presenga de um composto ndo utilizado durante o
crescimento celular, isto €, um cossubstrato (BABOSHIN; FINKELSTEIN e GOLOVLEVA,
2003). O cometabolismo é a via metabolica preferencial durante a degradagdo microbiana dos
HPA, tendo a concentracdo do cossubstrato, um envolvimento direto com os efeitos
sinérgicos ou antagbnicos ao processo (BAGGI, 2000).

De acordo com Spratt e Pratten (2005), diferentes formas e padrdes de biodegradagéo
dos HPA podem acontecer no solo e o0 numero de anéis esté diretamente implicado nisso, isto
é, quanto maior for o nimero de anéis, mais dificil sera a remocdo e por esta razdo, a
biodegradacdo dos HPA com quatro ou mais anéis pode ocorrer através de cometabolismo
(PIZZUL et al. 2007).

A Tabela 5.11 apresenta a degradagdo de cada um dos 16 HPA prioritarios da USEPA
ap0s 60 dias, nas diferentes concentragdes de glicerol investigadas.

Dentre os HPA de baixa massa molecular (HPA-BMM), isto €, com dois e trés anéis,
houve praticamente 100% de remogdo do naftaleno, acenafteno e acenaftileno em todas as
condicOes testadas. No reator sem glicerol, o0 mesmo percentual foi obtido também com o
antraceno e fluoreno. Isto se deve em fungdo da simplicidade do arranjo molecular desses
compostos, bem como as baixas concentragcdes presentes no solo. Em contrapartida,
observou-se que a presenca do glicerol influenciou negativamente a biodegradacdo do
antraceno e do fluoreno, concordando com os achados de Bengtsson e Zerhouni (2003). Além
disso, a degradacéo do fluoreno foi inversamente proporcional & concentragdo de glicerol, tal

como observado por Baboshin, Finklstein e Golovleva (2003), entretanto, a ndo remog&o
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destes HPA discordou dos resultados obtidos por Richnow et al. (1995), cujo estudo

identificou uma biodegradacao preferencial, do fluoreno e do antraceno, nesta ordem, dentre

outros contaminantes testados.

Tabela 5.11 - Percentual de biodegradacdo dos 16 HPA prioritarios da USEPA (p<0,05)

Concentracao de glicerol PA (mg/kg)

HPA (n° de anéis) Ti (mg/kg) 0,00 0,16 0,32 0,63

Naftaleno (2) <0,104£0,02 >99,9+0,1 >99,9+40,1 >99.9+0,1 >99,9+0,1
Acenafteno (3) <0,104£0,02 >99,9+0,1 >99,940,1 >99,9+0,1 >99,9+0,1
Acenaftileno (3) <0,104£0,02 >99,9+0,1 >99,940,1 >99,9+0,1 >99,9+0,1
Fluoreno (3) 0,10+0,02 >99,9+0,1 92,0+0,1 90,0+0,1  80,0%0,1
Antraceno (3) 0,10+0,02 >99,9+0,1 50,0+0,1 40,0+0,1 40,0+0,1
Fenantreno (3) 0,20+0,02 20,0+0,1 32,0+0,1 45,0+0,1 40,1+0,1
Fluoranteno (4) 0,26+0,02 53,8+0,1 53,840,1 61,7+0,1 61,5+0,1
Pireno (4) 1,40+0,09 62,9+0,1 35,7¢0,1 71,4+0,1 56,4+0,1
Benzo[a]antraceno (4) 0,48+0,02 54,2+0,1 58,3+0,1 79,2+0,1 68,8+0,1
Criseno (4) 0,72+0,03  47,2+0,1 48,6+0,1 72,2+0,1  58,3#0,1
Benzo[b]fluoranteno (5) 0,83+0,03 67,1+0,1 69,5+0,1 81,7+0,1 75,6+0,1
Benzo[k]fluoranteno (5) 0,40+0,02 72,5+0,1 75,0+0,1 95,0+0,1 92,5+0,1
Benzo[a]pireno (5) 0,93+0,04 54,8+0,1 57,0+0,1 87,1+0,1 83,9+0,1
Dibenzo[a,h]antraceno (5) 0,22+0,02 45,5+0,1 545+0,1 72,740,1 68,2+0,1
Benzo[g,h,i]perileno (6) 1,70£0,06 87,1+0,1 87,6+0,1 87,1+0,1 76,5+0,1
Indeno[1,2,3-c,d]pireno (6) 1,10£0,04 87,3+0,1 92,740,1 86,4+0,1 86,4+0,1
Biodegradacéo (%) 58,1+0,1 58,3+0,5 71,8+0,2 64,1+0,5
AHPA-A MM:BMM -0,19+0,1°  0,02+0,1 0,02¢0,1 0,060,101  0,02+0,1

T;— teor inicial dos HPA no solo tratado por dessorcao térmica
Appaavvemm — Variacao da razdo HPA de alta massa molecular e HPA de baixa massa molecular
USEPA - United States Environmental Protection Agency

* calculado ap0s a dessorgdo térmica

Gramss et al. (1999), investigando a degradagdo de HPA por 58 linhagens de fungos,

concluiram que estes micro-organismos obtiveram mais afinidade pelos HPA com trés anéis.

Considerando que a diminui¢do da densidade de Fungos Filamentosos iniciou na primeira
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metade dos experimentos de biorremediacdo, revelando a maior sensibilidade do grupo,
possivelmente esta condicdo pode ter contribuido negativamente sobre a degradagdo do
fluoreno e do antraceno.

O fenantreno apresentou um baixo percentual de remogdo em todos os reatores,
incluindo no controle. Isto pode ser atribuido ao fato do HPA ndo se encontrasse
biodisponivel. Vifas et al. (2005) investigaram a suplementacdo de nutrientes sobre a
degradacdo do diversos HPA e verificaram uma degradacdo incompleta do fenantreno,
relacionando o achado, a baixa biodisponibilidade do composto. Na situagdo inversa, isto é,
quando o fenantreno pdde ser assimilado, a literatura reporta que a adigdo de cossubstratos ao
meio, favoreceu a obtencdo de elevadas taxas de remocéao pelas células microbianas (TAO et
al. 2007, TOLEDO et al. 2006).

Com relagdo aos HPA de alta massa molecular (HPA-AMM), isto é, com quatro a seis
anéis, o percentual de biodegradacgdo ficou estabelecido entre 35,7 e 95,0+0,1%. A reducdo
de seis dos dez HPA deste grupo, benzo[a]antraceno, criseno, bezo[b]fluoranteno,
benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno e dibenzo[ah]antraceno, ocorreu em fungdo da
concentracdo empregada de glicerol. O sucesso da biodegradacdo dos HPA-AMM
possivelmente pode ser atribuido & maior biodisponibilidade desses compostos no solo,
favorecida pela propriedade emulsificante do glicerol (BOGAN; TRBOVIC e PATEREK,
2003). Os valores mais expressivos foram verificados nos HPA com cinco e seis anéis,
resultados significativamente superiores aos descritos na literatura (LEI et al. 2005, JONER
et al. 2004, XU e OBBARD 2004).

Além do glicerol, outros HPA podem realizar o papel de cossubstratos durante a
remocgdo de alguns HPA-AMM, sendo esta estratégia metabdlica discutida por diversos
autores (RENTZ; ALVAREZ e SCHNOOR, 2008, SARMA et al. 2004). A biodegradacdo do

pireno, segundo contaminante mais abundante no solo tratado na UDT, foi investigada
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através de estudos de cinética, nos quais foi comprovada a remocédo deste HPA na presenca
de fluoranteno e fenantreno (HWANG e CUTRIGHT, 2003, DEAN-ROSS; MOODY e
CERNIGLIA, 2002). Isto pode explicar a razdo do maior percentual de remocéo do pireno,
71,440,1%, ter coincidido com o maior percentual de remocéo do fluoranteno, 61,7+0,1% e
do fenantreno, 45,0+0,1%, no reator adicionado com 0,32 mg/kg de glicerol. Contudo, o
segundo maior percentual de degradacéo do pireno foi observado no reator sem adicdo de
glicerol, tornando evidente que pelo menos na remogdo do pireno, a microbiota se valeu de
duas classes de cossubstratos distintas, isto €, glicerol e HPA-BMM.

Dean-Ross, Moody e Cerniglia (2002) observaram que alguns HPA podem promover
a inibicdo da biodegradacdo de outros HPA, atraveés da competicdo pelo mesmo sitio de
ligacdo da enzima, resultando diferencas significativas nos percentuais de biodegradacéo
entre moléculas semelhantes. Um claro exemplo deste fenémeno pdde ser verificado entre o
benzo[k]fluoranteno sobre seu isdmero, benzo[b]fluoranteno.

Por outro lado, a atividade enzimética pode ser induzida pelo surgimento de produtos
da oxidacdo dos HPA-AMM e tais reacdes requerem interacdes metabdlicas mais complexas
entre fungos e bactérias no solo (MARGESIN et al. 2007, DE BOER et al. 2005,
MEULENBERG et al. 1997).

Cabe ressaltar que no reator sem adicdo de glicerol, foi observado um elevado
percentual de biodegradacdo de HPA-AMM, entre 455 e 87,3+0,1%, registrando-se as
maiores reducdes no benzo[g,h,i]perileno e indeno[1,2,3-c,d]pireno, HPA de caréter
altamente persistentes. Tal observacdo pode ser explicada pela redistribuicdo dos HPA no
solo, ocorrida em funcdo do tratamento por dessor¢do térmica. Dados obtidos por Bonten,
Grotenhuis e Rulkens (1999) reforcam essa hipdtese. Os autores verificaram que o aumento
da disponibilidade dos HPA-AMM no solo aquecido & 120°C por 1 h, resultou no incremento

do percentual de biodegradagdo desses compostos de 9,5 para 27,0%. Sendo assim, a
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redistribuicdo dos HPA-AMM ap6s o tratamento térmico, a solubilizagdo pelo glicerol dos
HPA com K, elevados ou ainda o conjunto desses dois fatores, podem ter favorecido ao
bioacesso e melhorado a biodisponibilidade, tendo como resultado, a remogdo preferencial
dos HPA-AMM.

Bengtsson e Zerhouni (2003) estudaram o efeito do glicerol na biorremediagéo de um
solo também contaminado por 8 mg/kg dos 16 HPA e observaram uma degradagdo
preferencial dos HPA-AMM, a maioria entre 20 e 40%, alguns acima de 50% e nenhum
menor que 10%. Neste estudo, na melhor condig¢éo do processo, com a adi¢éo de 0,32 mg/kg
de glicerol, nenhum HPA-AMM foi removido menos do que 60%, revelando a importancia
do composto como cossubstrato no tratamento microbioldgico sequencial dos HPA residuais
no solo.

A determinagdo da razéo das concentra¢des dos HPA de alta e baixa massa molecular
(HPA-AMM:HPA-BMM) consiste uma importante ferramenta para a avaliagdo da
biodegradacéo desses compostos. Através do calculo da variagdo da razdo HPA-AMM:HPA-
BMM, inicial e final do bioprocesso (Anpa-amm:amm) € possivel determinar qual a classe de
HPA foi preferencialmente consumida pelos micro-organismos, sendo o valor positivo dessa
variagdo, o indicativo da utilizacdo dos HPA-AMM (ZHANG et al. 2009, TOLUN et al.
2006, KOHLMEIER et al. 2005).

Em solos, as comunidades microbianas estéo estruturadas de uma forma que por si s0,
podem eliminar 0s compostos Xxenobioticos, através de mecanismos que envolvem
cooperacdo metabdlica, quimiotaxia e cometabolismo. Entretanto, o suplemento do meio,
com uma fonte de carbono soltvel, em concentracdo ndo inibitéria, influencia diretamente o
bioprocesso atraves da indugdo do crescimento e do aumento da velocidade do metabolismo
(P1ZZUL et al. 2007, GRABOWSKI; BLANCHET e JEANTHON, 2005, ORTEGA-

CALVO et al. 2003, GARLAND e MILLS, 1991).
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A Tabela 5.12 apresenta a taxa de biodegradagdo diaria dos HPA, calculada em

funcdo da diferenga da concentragéo desses compostos ao longo do tempo.

Tabela 5.12 — Taxa de reducéo diaria dos HPA (mg/kg x dia™) (p<0,05)

Concentracao de glicerol PA (mg/kg)

Tempo (dias) 0,00 0,16 0,32 0,63
30 0,05+0,01 0,10+0,01 0,18+0,10 0,15+0,11
60 0,04+0,01 0,02+0,01 0,04+0,11 0,03+0,10

Baseado nas analises das concentracbes dos HPA nas amostras coletadas nos
intervalos de 0, 30 e 60 dias, verificou-se que as maiores taxas de biodegradagéo nos sistemas
adicionados com glicerol, ocorreram na primeira metade do bioprocesso, coincidindo com o
periodo, no qual a maior densidade microbiana foi determinada. Em funcéo do esgotamento
do cossubstrato, a taxa de degradagdo registrou uma diminuicdo significativa, revelando a
contribuigdo do glicerol no processo e concordando com resultados obtidos por Baboshin,
Finklstein e Golovleva (2003).

Em um estudo sobre o efeito de diversas fontes de carbono no desenvolvimento da
microbiota do solo, Duquenne et al. (1999) observaram que o glicerol foi capaz de estimular
0 crescimento em uma concentracdo de 0,07% e apds 24 h, mais de 80% do composto havia
se difundido no solo, trazendo vantagens para as células proximas das regides de difusio. E
possivel que com o esgotamento do glicerol, outras moléculas possam ter sido utilizadas
como cossubstratos, por exemplo, HPA-BMM e as fragBes leves do 6leo, justificando a
diminuicéo significativa da taxa de reducdo diéria dos HPA, entretanto ndo marcando o final
do bioprocesso, como pdde ser verificado no reator sem glicerol.

A Figura 5.14 apresenta as temperaturas e a umidade relativa do ar durante os

experimentos.
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Figura 5.14 — Variacéo da temperatura média do ambiente e do solo

e da umidade relativa do ar durante o experimento

Foram observadas médias nas temperaturas do ambiente e do solo de 24,1+0,5 °C e
26,0+0,4 °C (p<0,05), respectivamente, bem como uma média de 62,0+2,1 g/m3 (p<0,05) da
umidade relativa do ar. Explica-se a pequena diferenca entre as temperaturas pelo fato dos
experimentos terem sidos conduzidos em um ambiente coberto e confinado. Entretanto, o
processo de degradacdo ndo foi dificultado, em funcdo da atividade de micro-organismos
mesofilos.

O pH do solo registrou a média de 7,6+0,1 (p<0,05), semelhante ao valor obtido nos
testes que utilizaram ferramentas de planejamento de experimentos, 7,4+0,1 (p<0,05),
ressaltando que o pH estava dentro da faixa considerada 6tima para a biorremediagéo.

A umidade do solo continuou mantida dentro da faixa entre 70 e 80% da capacidade
de retencdo de &gua, correspondendo valores entre 15,0 e 17,2+0,3% (p<0,05). O valor médio

da umidade observada nos experimentos foi de 17,0£0,2% (p<0,05). Como na fase anterior, a
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faixa entre 15 e 20%, considerada ideal na biodegradacéo de hidrocarbonetos do petrdleo, foi
mantida.

O papel da umidade foi muito importante para a biodegradacéo dos HPA. A adicdo de
agua estimula a microbiota e amplia a interface sélido/liquido, aumentando a difusdo de
oxigénio e a razdo de transferéncia de massa. Além disso, a 4gua compete pelo mesmo sitio
de adsor¢do dos HPA no solo, permitindo um incremento no grau de remogdo dos HPA

(BENGTSSON e ZERHOUNI, 2003).

5. 7. 1 Testes de fitotoxicidade nos solos biorremediados

O tratamento microbioldgico sequencial promoveu uma reducdo significativa do

efeito fitotoxico nas espécies testadas, Cucumis anguria, Allium porrum e Cucumis melo. A

Tabela 5.13 apresenta os resultados do teste da Germinagdo Relativa das Sementes (GRS).

Tabela 5.13 — Germinagdo Relativa das Sementes ap6s biorremediagéo (p<0,05)

Solo Solo biorremediado
tratado na Concentracao de glicerol PA (mg/kg)
Plantas ubDT 0,16 0,32 0,63
Allium porrum 72,2+7,9% 71,1+7,8% 76,0+8,4% 70,7£7,8%

Cucumis anguria | 75,918,3% 70,9+7,8% 65,7+7,2% 82,5+9,1%
Cucumis melo 107,7+11,8% | 108,8+12,0% 105,8+1,2% 103,0+11,3%

UDT - Unidade de Dessor¢do Térmica

O teste da GRS revelou um perfil similar ao obtido com o solo tratado na UDT. Tal
fato pode ser justificado pelas baixas concentragdes dos HPA presentes no solo. Chouychai et
al. (2007) verificaram que baixos teores de HPA ndo constituem um limitante externo sobre o

processo da germinacdo, logo, a concentragéo residual dos HPA remanescentes ao tratamento
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térmico proporcionou o estabelecimento de um meio, no qual, independentemente da
manutencdo ou reducdo da concentracdo dos HPA, a germinagdo das sementes ndo foi
alterada.

Os resultados do teste da Elongagdo Relativa das Raizes (ERR) estdo apresentados na

Tabela 5.14.

Tabela 5.14 — Elongacéo Relativa das Raizes ap6s biorremediagéo (p<0,05)

Solo Solo biorremediado
tratado na Concentracao de glicerol PA (mg/kg)
Plantas ubDT 0,16 0,32 0,63

Allium porrum 56,245,7% | 60,3+6,6% 168,5+18,5% 148,2+16,3%

Cucumis anguria | 66,3+7,3% | 74,6+8,2% 128,0+14,0% 84,0+9,2%

Cucumis melo 68,2+7,5% | 69,4+7,6% 126,8+13,9% 86,7+9,5%
UDT - Unidade de Dessor¢do Térmica

Houve um aumento significativo da ERR ap6s o emprego da biorremediagdo nos
solos tratados na UDT. O teste confirmou que a elongacdo da raiz pdde seguramente ser
utilizada como indicador do efeito fitotoxico dos HPA. O aumento da ERR coincidiu com a
reducdo da concentracdo desses compostos. Os indices elevados do ERR ap6s tratamentos
microbioldgicos sdo bastante divulgados na literatura e confirmam a sensibilidade do teste
como um indicativo da reducdo dos hidrocarbonetos no solo (JUHASZ et al. 2010, HAMDI
et al. 2007, DORN e SALANITRO, 2000, DORN et al. 1998).

De acordo com Heitkamp, Franklin e Cerniglia (1988), os metabdlitos da oxidagéo
dos HPA podem ter caracteristicas quimicas e toxicoldgicas Unicas, implicando na
necessidade de critérios seguros serem escolhidos para o diagndstico de toxicidade desses
contaminantes. Neste contexto, o calculo do indice de Germinagéo (lg), por combinar dados

sobre a germinagdo das sementes com a elongacdo da raiz, serve como um parametro

136




Tratamento Microbioldgico Sequencial de solo... Vasconcelos, U. (nome para citacao)

decisivo. Segundo Paradelo et al. (2008), baseados no valor do Ig, a fitotoxicidade de um
composto pode ser classificada em trés tipos: alta (Ic < 50%), moderada (I = 50-80%) e
nenhuma (I > 80%).

A Tabela 5.15 apresenta os valores de Ig nas condigOes testadas e 0s compara com as

amostras de solo contaminado e tratado pela UDT.

Tabela 5.15 - indice de Germinagéo das sementes nas amostras de solo (p<0,05)

Dessorc¢do térmica Solo biorremediado
Plantas Concentracao de glicerol PA (mg/kg)
Antes Depois 0,16 0,32 0,63

Allium porrum 128,0+14,0  104,8+11,5
52,9+5,8 84,1+9,3 69,3+7,6
73,548,1 75,5+8,3 134,2+14,7 89,3+9,8

Classificacdo da fitoxicidade: (m) alta, () moderada e (=) nenhuma.

Cucumis anguria

Cucumis melo

Uma observacdo da Tabela 5.15 fica evidente a necessidade de um tratamento
sequencial, apés a operacdo de dessorcao térmica. Apesar do aumento significativo do Ig nas
plantas testadas depois do tratamento térmico, a fitotoxicidade dos compostos residuais ainda
se encontrava, de moderada (C. anguria e C. melo) a alta (A. porrum). Na melhor condigéo
de tratamento microbioldgico sequencial, 0,32 mg/kg de glicerol PA, foi observada a
eliminacdo do efeito fitotoxico. Em alguns casos, o I alcancou valores acima de 100%,
indicativo da presenca de nutrientes no extrato do solo (PARADELDO et al. 2008).

Por outro lado, na menor concentragdo de substrato testada, 0,16 mg/kg, observou-se
um resultado similar ao verificado na amostra de solo tratado por dessor¢éo térmica. Este
resultado provavelmente esta relacionado & baixa concentragdo do cossubstrato, o qual ndo
produzindo efeito significativo sobre a microbiota e consequentemente, sobre a degradagéo

dos HPA, manteve as condigBes similares as estabelecidas apds o tratamento do solo na UDT.
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No outro extremo, com a concentracdo de glicerol em 0,63 mg/kg, apenas C. anguria
apresentou I menor que 80%. C. anguria foi o vegetal mais sensivel nos testes, sendo assim,
o melhor bioindicador neste trabalho.

A concentracdo de 0,63 mg/kg de glicerol pode ter contribuido para a toxicidade
moderada, verificada no teste com C. anguria. Esta hipdtese pode ser sustentada nos
resultados obtidos por Maila e Cloete (2002). Os autores observaram um efeito negativo na
reducdo do teor dos HPA-BMM durante o tratamento de solos contaminados por HPA
quando 0,60 mg/kg de agentes emulsificantes foram adicionados. Tal resultado foi atribuido
ao fato do emulsificante ter bloqueado a absorgdo de luz pelo HPA, impedindo as reacoes de
foto-oxidagdo. Esta afirmagdo complementa os achados de Henner et al. (1999), que ao
estudarem o efeito fitotdxico relacionado a massa molecular dos HPA, concluiram que a
toxicidade pode ser aumentada quando 0s compostos com até trés anéis ndo sdo removidos.
Por serem mais voléteis, essas moléculas podem contribuir para o aumento da inibi¢do da
germinacdo e do crescimento das plantas, diferente dos HPA-AMM, compostos menos
volateis. E importante destacar que o fenantreno e o antraceno, HPA de trés anéis,

apresentaram baixos percentuais de biodegradacéao neste estudo, entre 20,1 e 50,0+0,1%.

5. 8 Biorremediacéo utilizando glicerol bruto

Uma das rotas para obtencdo de glicerol € a fabricagdo de biodiesel. No processo em
escala industrial, esse composto é produzido em grande quantidade e considerando a situacéo
do mercado mundial, bem como a presenca de ions potassio, sodio e cloreto, 0 material tem
sido tratado como residuo. No entanto, o emprego do composto em diversos processos
industriais vem aumentando ao longo dos anos (DA SILVA; MACK; CONTIERO, 2009).

Dessa forma, buscou-se uma rota biotecnoldgica para o reuso desse residuo com o intuito de
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agregar valor ao glicerol bruto, realizando testes para estudar a possivel substituicdo do
glicerol PA, na biorremediacéo de solo contaminado com HPA.
Os percentuais de biodegradacdo dos HPA com uso de glicerol bruto e com uso de

glicerol PA estéo apresentados na Figura 5.15.
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Figura 5.15 — Biodegradagdo dos HPA em presenga de glicerol de diferentes origens

durante 60 dias de processo (concentragéo inicial de HPA = 8,43 mg/kg)

A adicéo de 0,16, 0,32 e 0,63 mg/kg de glicerol bruto facilitou a remocdo dos HPA
em 59,440,1, 68,0+0,1% e 63,9+0,1%, respectivamente (p<0,05). Observou-se um perfil de
degradacgé@o dos HPA semelhante ao obtido com o glicerol PA.

Ao longo de 60 dias, o pH do solo foi de 7,4+0,1 (p<0,05), enquanto a umidade do
solo foi mantida em uma média de 17,0+0,1% (p<0,05).

A quantificacéo das populacdes microbianas esta apresentada nas Figuras 5.16 e 5.17.
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Figura 5.17 — Fungos Filamentosos no solo
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A presenga de glicerol bruto estimulou a microbiota, cujo desenvolvimento apresentou
um perfil semelhante ao observado quando da utilizagdo do glicerol PA, isto €, um maior
incremento da populacdo nos primeiros sete dias do experimento, o desenvolvimento celular
em fungéo da concentracdo do cossubstrato e o reestabelecimento da populagdo aos valores,
em média, obtidos no solo sem tratamento sequencial, 60 dias para as BHA e 30 dias para FF.
O uso de glicerol bruto impediu que a densidade celular atingisse os valores obtidos com
glicerol PA, ao longo de 30 dias de experimento, mantendo-se cerca de até 10 vezes inferior e
sendo mais perceptivel nas BHA.

De acordo com Bajpai e Tyagi (2006), a inibigdo de crescimento, mesmo que de
forma sutil, ocorre em fungdo das impurezas do glicerol bruto. Em um recente estudo, o sodio
foi identificado como o principal responsavel do efeito negativo sobre a taxa de crescimento
da biomassa durante a produgdo de bioplasticos (CAVALHEIRO et al. 2009).

Em certos casos, a inibicdo por sodio pode ser maior do que a promovida pelo
potéssio, metal utilizado como catalisador da reacdo de transesterificacdo, na qual o glicerol
bruto deste estudo foi obtido. As concentracbes de sodio e potassio determinadas neste
composto foram de 0,94 e 50,7 mg/g, respectivamente, dessa forma, foi atribuido ao potéssio,
a possivel causa da redugéo do crescimento microbiano, cuja concentragdo encontrava-se 54
vezes superior ao sodio. E importante ressaltar que, apesar da inibicdo da microbiota pelas
impurezas do glicerol bruto, ndo houve alteragfes significativas sobre o percentual de
biodegradacdo dos HPA, justificado pelo pequeno volume de cossubstrato adicionado aos
reatores.

A utilizagdo do glicerol bruto também contribuiu para a reducéo da fitotoxicidade
apds o tratamento microbioldgico sequencial. A Tabela 5.16 apresenta o I obtido com as

plantas testadas.
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Tabela 5.16 - indice de Germinagéo das sementes nas amostras de solo (p<0,05)

Dessorc¢do térmica
Plantas

Solo biorremediado

Allium porrum

Cucumis anguria

Cucumis melo

Antes Depois Glicerol PA” Glicerol bruto”
128,0+14,0 121,9+134
50,3%5,5 84,14£9,3 85,1+94
73,518,1 134,2+14,7 101,9+11,2

Classificacdo da fitoxicidade: (m) alta, () moderada e (=) nenhuma.

* Concentragdo = 0,32 mg/kg

Observando a Tabela 5.16 € possivel perceber similaridades do tratamento com a

adicdo de glicerol PA como cossubstrato, isto €, a adi¢cdo de 0,32 mg/kg de glicerol bruto,

seguida da biodegradacdo dos HPA residuais, resultou na eliminacdo do efeito fitotdxico.

Vale ressaltar que apesar do alto teor de potassio e de outras impurezas no glicerol bruto,

foram obtidos valores do Ig acima de 100% em duas das trés plantas testadas, A. porrum e C.

melo.

A utilizagdo do glicerol bruto como cossubstrato garantiu uma estratégia eficiente

para a remogdo dos HPA, bem como da reducéo dos efeitos toxicos do solo sobre o0s vegetais

estudados. A atribuicdo de funcionalidade para o glicerol bruto reflete na questdo de

valorizagdo do produto e contribui positivamente para o equacionamento de uma importante

probleméatica contemporanea, relacionada ao reuso de residuos de novos processos

industriais.
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CAPITULO 6
CONCLUSOES

A partir dos resultados verificados nas condigdes experimentais estabelecidas por este
estudo, foram obtidas as seguintes conclusdes:

» O contaminante do solo, residuo oleoso de fundo da cdmara de vacuo, aliado ao longo
histérico de contaminacdo provocaram a inibi¢cdo da microbiota autdctone e desta
forma, dificultaram o processo natural de remocdo do poluente, legitimando a escolha
da dessorcéo térmica como estratégia para a remediago do solo contaminado.

» Apenas do ponto de vista fisico-quimico, a dessor¢do térmica foi um tratamento
eficiente. Além disso, ndo foram detetadas dioxinas e furanos nas amostras de solo
tratado na Unidade de Dessorcdo Térmica (UDT), indicativo da eficacia do sistema
de tratamento de efluentes gasosos da unidade.

» A remocdo do residuo oleoso de fundo da cimara de vacuo no solo revelou a
propriedade bacteriostatica e fungistatica do contaminante. A comparacdo da
quantificacdo de bactérias heterotroficas aerdbias e dos fungos filamentos no solo
impactado e no solo tratado na UDT apontou diferengas significativas na
concentracdo celular nos grupos microbianos estudados.

» Embora observada no solo uma redugéo significativa dos teores do contaminante,
apés o tratamento na UDT, o solo apresentou concentracfes residuais de
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA), as quais promoveram um efeito
fitotdxico de moderado a alto, sobre Cucumis anguria, Cucumis melo e Allium
porrum, revelando que do ponto de vista biolégico, o solo ndo estava tratado.

» Cucumis anguria foi o melhor bioindicador entre as espécies vegetais testadas.
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> A verificacdo do efeito fitotdxico dos compostos residuais, presentes em baixas
concentracdes no solo tratado pela UDT, indicam a necessidade da investigagédo de
padrdes biol6gicos durante avaliacdo da qualidade de solos remediados por dessorgdo
térmica. Os resultados do teste de fitotoxicidade ressaltam esta caréncia e propdem
um debate para a inclusdo de tal parametro em futuras legislagoes.

» O tratamento microbiol6gico sequencial por bioestimulo foi eficiente e a melhor
estratégia de remoc&o bioldgica dos HPA residuais foi obtida com a adicdo de 0,32
mg/kg de glicerol PA.

» Resultados similares foram obtidos com a adi¢do de 0,32 mg/kg de glicerol bruto.
Neste contexto, o reuso desse residuo da industria do biodiesel agrega valor ao
composto e torna 0 processo economicamente viavel. A ndo remocdo das impurezas
originadas durante o processo de transesterificacdo, em razdo do pouco volume
demandado do cossubstrato, evidencia tal afirmacdo. Além disso, futuros impactos ao
solo em fungdo do acumulo de potéassio proveniente do catalisador, podem ser
evitados ao empregar-se glicerol produzido em operagdes ditas ecologicamente
corretas da fabricagdo do biodiesel.

» Observou-se uma biodegradacdo preferencial pelos HPA de alta massa molecular
quando utilizados ambos os cossubstratos, glicerol PA e glicerol bruto.

» O bioaumento n&o surtiu efeito significativo na biodegradagéo de HPA residuais.

» Apos o tratamento microbioldgico secundario o efeito fitotdxico dos extratos do solo

sob Cucumis anguria, Cucumis melo e Allium porrum foi eliminado.
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Evaluacién de la eficacia del tratamiento por desorcién
térmica de un suelo contaminado con residuos aceitosos

el Ulrich Vasconcelos, Fernando J. S. Oliveira y Francisca P. de Fran;a/l

RESUMEN

Se investigd la eficiencia del proceso de tratamiento de suelos
contaminados con residuos aceitosos, por desorcién térmica, a
través de ensayos fisico-quimicos y de pruebas de ecotoxicidad.
La operacién de tratamiento térmico, a escala industrial, remo-
vio 98% de los Hidrocarburos Totales de Petréleo (HTP) y el 97%
del total de las concentraciones de los 16 Hidrocarburos Polici-
clicos Aromdticos (HPA), prioritarios listados por la EPA. Las pro-
piedades importantes del suelo como textura, pHy capacidad de
retencién de agua sufrieron alteraciones significativas con el pro-
ceso de tratamiento. Se seleccioné Cucumis anguria, entre tres
vegetales sometidos a prueba, como la especie mds sensible a la
presencia de los contaminantes, debido a que presentd germina-
cioén relativa nula en las muestras del suelo contaminado. El tra-
tamiento térmico hizo aumentaren 41 + 1% el Indice de Germi-
nacién Relativo (IGR) y en 60 + 1% el de Elongamiento Relativo de
las Raices (ERR), de las semillas de C. anguria.

Palabras clave
Tratamiento de suelos, desorcion térmica, residuos aceitosos,
fitotoxicidad
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INTRODUCCION

Los residuos aceitosos generados en operaciones indus-
triales son peligrosos y su gestiéon correcta representa un
desafio para la industria. Estos residuos comprenden una
mezcla de sustancias hidréfobas, recalcitrantes en distintos
grados y, a veces, carcinogénicas. El tratamiento y la dispo-
sicion final incorrectos de estos materiales pueden ocasio-
nar impactos adversos importantes, principalmente a sue-
los y cuerpos hidricos diversos (Das y Mukherjee, 2007).
Una de las técnicas para el tratamiento de residuos aceito-
sos es la disposicién o incorporaciéon en suelos para propi-
ciar una degradacion natural controlada. Sin embargo, en
muchos casos, la ejecucion de esa técnica es equivocada o
insegura causando dafos al ambiente. En algunos casos, la
accion del tiempo puede potenciar impactos negativos en
el acceso de la micro biota nativa del suelo y en la biodis-
ponibilidad de ciertas moléculas (Semple et al., 2007). El tra-
tamiento de suelo contaminado con aceites tiene como
objetivo la reduccién del volumen del contaminante y la
desintoxicacion. Considerando que en algunos casos el
biotratamiento no puede ser eficiente, los tratamientos tér-
micos vienen a ser las técnicas mas utilizadas y disponibles
comercialmente para la remocién de contaminantes en
suelos impactados por aceites. En funcién de la temperatu-
ra utilizada, los tratamientos térmicos se clasifican en dos
tipos: (1) técnicas de desorcién, operando en un rango de
temperatura entre 100 - 500 °C, las cuales promueven el
secado del suelo y la separacion fisica por transferencia de
masa hacia la fase gaseosa; y (2) técnicas de destruccion,
operando a temperaturas mayores de 500 °C, promovien-
do el grado elevado de modificaciéon quimica de los conta-
minantes (Merino y Bucald, 2006).

La desorcion térmica es un proceso de remocién de molé-
culas, basado en el fenémeno de volatilizacion de los cons-
tituyentes adheridos a la superficie, contenidas en los mi-
croporos y mesoporos de los sélidos, a través de la aplica-
cion de energia térmica. El tratamiento de suelos contami-
nados utilizando el proceso de desorcién térmica es consi-
derado una de las técnicas de remediacién mas populares
y versatiles, entre las existentes, debido al amplio espectro
de contaminantes organicos y algunos metales que pue-
den ser convertidos a sus formas volatiles (Dazy et al., 2009).
Dentro del horno de desorcién, el proceso ocurre en tres
etapas: (1) liberacién de compuestos organicos volatiles y
agua; (2) liberacion lenta del aceite con el aumento gradual
de la temperatura vy, (3) pérdida de masa representada por
la pérdida de agua, hidrocarburos, humus, metales y algu-
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nos minerales como carbonatos (Lee et al., 1998). Luego del
tratamiento de suelos por desorcién, en general, dichos
materiales son reubicados en su lugar de origen, dado que
ya poseen concentracion reducida de los contaminantes
aceitosos.

Las oscilaciones intrinsecas a los procedimientos en escala
industrial, el tipo de suelo, grado y antigliedad de la conta-
minacion pueden figurar, entre otros factores, como las cau-
sas directas de la presencia de compuestos remanentes,
influenciando la eficiencia de remocién de los contami-
nantes. Considerando las particulas finas de suelos y el
gradiente de temperatura, pueden ocurrir algunas reaccio-
nes quimicas de forma marginal y eso, también, puede in-
fluenciar la eficacia de la reduccién de la toxicidad. Estos
factores resaltan la necesidad de estudios para verificar la
capacidad de remocion de los compuestos de petréleo asi
como la reduccién de la toxicidad de los suelos tratados
por desorcién térmica.

El objetivo de este trabajo fue el de evaluar la eficacia del
tratamiento térmico de suelos contaminados con residuos
aceitosos en relacién a la remocion de los contaminantes y
la fitotoxicidad de los suelos.

MATERIALES Y METODOS

Unidad de Desorcién Térmica (UDT)

La UDT automatizada industrial estaba compuesta de cua-
tro sistemas: preparacion y adicién de suelos contamina-
dos, desorcion de los compuestos orgéanicos, tratamiento
de los efluentes gaseosos y, control e intertrabamiento de
la planta. El equipo con llama directa alimentada por GLP,
tenia un volumen de trabajo de 200 m*/d, en un rango de
temperatura de 300 - 350 °C y con un tiempo de residencia
de la mezcla de 12 minutos.

Suelos y ensayos fisico-quimicos de las muestras

Se tomaron muestras de suelo preparado para su entrada
al horno de la UDT y también de suelo considerado como
tratado. El suelo a ser tratado estaba altamente impactado
con residuo de fondo de columna de destilacion al vacio
en un evento que ocurrio hace mas de 50 afos. Cada una
de las muestras contenia 50 kg de suelo y fueron recolecta-
das con la ayuda de palas, acondicionadas en bolsas plas-
ticas, selladas y transportadas para el laboratorio bajo refri-
geracion. Una vez que las muestras fueron homogeneiza-
das en el laboratorio, se usaron parte de las mismas, acon-
dicionadas en recipientes de vidrio para realizar andlisis
fisico-quimicos. La caracterizacién de las muestras de suelo
comprendié andlisis fisico-quimicos determinados a tra-
vés de ensayos, aplicando metodologias estandar de la
Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
(EPA), de la Asociacion Brasilena de Reglas Técnicas (ABNT) y
de la Empresa Brasilefia de Investigacion Agroganadera
(EMBRAPA), las cuales se encuentran listadas en la seccién
de referencias. Para determinacion de las concentraciones
de HPA en las muestras suelos, alicuotas fueron extraidas
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en Soxhlet y la purificacion de los extractos fue hecha usan-
do columna de silica gel, como descrito en las metodolo-
gias EPA 3540 y EPA 3630, respectivamente.

Ensayo de fitotoxicidad

El primer objetivo de las pruebas de fitotoxicidad fue el de
identificar una especie muy sensible a la presencia de los
contaminantes de los suelos. Para esto, se utilizaron espe-
cies de los vegetales Allium porrum, Cucumis anguria, Cucu-
mis sativus e Cucumis melo, las cuales fueron cultivadas en
estratos obtenidos a partir del suelo contaminado, tal como
fue descrito por Tiquia et al., (1996). Se cuantificaron el Indi-
ce de Germinacién Relativo (IGR) de las semillas y el de
Elongamiento Relativo de las Raices (ERR). A partir de la
seleccion de las especies mas sensibles al contaminante, se
realizaron pruebas de fitotoxicidad utilizando estratos de
suelo tratado, con el objetivo de verificar la eficacia del
tratamiento térmico en cuanto a la desintoxicacion. Todas
las pruebas fueron ejecutadas por triplicado, con el uso de
diez semillas de cada especie y con tiempo de incubacién de
5dias a 22 £ 1 °C. Los resultados de IGR y de ERR toman en
consideracién ensayos en blanco usando agua destilada.

RESULTADOS Y DISCUSION

La caracterizacién fisico-quimica de las muestras de suelo
antes y después del tratamiento térmico se presenta en la
Tabla 1. La composicién granulométrica revel6 que el estu-
dio fue realizado con suelo con contenido elevado de ma-
terial fino, tratdndose de suelos intemperizados. Las parti-
culas finas de los suelos poseen areas superficiales eleva-
das y cargas parciales que favorecen los procesos de ad-
sorcion de los contaminantes y la formacion de agregados
que dificultan la accion de la mayoria de los agentes de
remediacion de suelos.

Se verificoé que la accion del calor en el suelo promovié el
aumento de, aproximadamente, 20% en el contenido de
limo y de 60% en el contenido de arcilla con la conse-
cuente reduccién del porcentaje de particulas mas grue-
sas. De hecho, la presencia de aceites en los suelos favore-
ce fendmenos de aumento de finos con generacion de
agregados estables y con diametros mayores, dificultan-
do la biodegradacién de los compuestos adsorbidos (Ara-
runa Jr.etal., 2004).

La capacidad de retencién de agua del suelo también
sufrio alteraciones significativas debido al procesamien-
to térmico. La accién del calor promovié una reduccion
media del 29% en ese parametro, probablemente, relacio-
nada con variaciones en la micro estructura del suelo, des-
truccién de parte de la materia organica y de la conver-
sion del suelo hacia particulas sin cohesién. Estos resulta-
dos corroboran a los presentados por Abu-Zreig et al.,
(2001) que estudiaron el comportamiento de suelos bajo
la influencia de diferentes temperaturas utilizadas en el
tratamiento de suelos por desorcién térmica.

Notese que la accion del calor promovid la reduccién en
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Tabla 1. Caracteristicas fisico-quimicas del suelo

(1995), quienes reportan la eli-

Resultado minacion total de TPH y HPA

Parametro Suelo Suelo Referencia de suelos que pasaron por
contaminado tratado desorcién térmica, probable-

Granulometrfa ABNT (1984) mente debido 3 las diferen-
Arcilla (%) 312 915 caats c?e textura y composicion

- quimica de los suelos y en los
Silte (%) E3 CLEA equipos utilizados. Por otra
Arena fina (%) 29+2 22+2 parte, Remmler y Kopinke
Arena media (%) 22+1 19+1 (1995) observaron la vaporiza-
Arena gruesa (%) 15+4 12+4 cion completa de todos los
Grava (%) 443 545 HPA de hasta cuatro anillos en
COT* (mg/kg) 75.500 £ 1000 | 23.000 + 1000 EPA 9060 RESHAIo s e Teatmiien
- to mediante desorcién térmi-
Nitrégeno Total (mg/kg) | 1.591+£110 1.397 £ 130 EPA 351.2 ca. Sin embargo, por encima de
Fésforo Total (mg/kg) 914+ 10 777 £11 EPA 3513 270 °C, diversas reacciones
16 HPA (mg/kg) 1934+1,13 843 £0,59 EPA 8270C pueden promover el aumen-
TPH (ma/kg) 58.047 + 1000 699 + 50 EPA 8015B to de las cadenas o la forma-
pH (en H,0) 59+0,1 7.8+0,1 EMBRAPA (1979) cion de i‘sémeros de HPA, tan-
Humedad (%) 127201 100201 EMBRAPA (1979) to de baja como de alta masa
molecular (Pope et al., 2000).

CRA™ (%) 302201 21420,1 Watwood et al,, (1991) Estos hechos resaltan la nece-
CN:P 100:2:1 100:6:3 EPA 9060,351.2y351.3 sidad de estudios especificos

*COT = Carbono Orgdnico Total, **CRA = Capacidad de retencién de agua

las concentraciones de N y P, de 7% e 15%, respectivamen-
te. Esto indica que el N y el P contenidos en los suelos
estaban probablemente asociados a las matrices inorga-
nicas, dado que el contaminante, residuo de vacio, era
muy pobre en compuestos nitrogenados y/o fosforados.
La reduccién de la concentracién de carbono orgénico y
mantenimiento de tenores de nitrégeno y fosforo impli-
caron un aumento de la relacién C:N:P de los suelos trata-
dos en la UDT. Se observé también, un aumento del pH de
las muestras del suelo tratado y eso puede estar relacio-
nado con el consumo de compuestos acidos presentes
en el contaminante y a la propia incorporacién de ceni-
zas, originadas en la quema de los gases.

El proceso térmico promovié la remocion de cerca del 70%
del carbono organico del suelo con la reduccién significa-
tiva de los TPH, 98% y de los HPA, 97%. Cabe destacar que, el
método utilizado para la cuantificacion de los TPH usa la
combustion de los compuestos extraidos en presencia de
llama y cromatografia gaseosa; y, que los resultados fue-
ron expresados considerando tanto la fraccion resuelta
del cromatograma (hidrocarburos lineales) como la mezcla
compleja no resuelta (hidrocarburos y otros compuestos
organicos apolares extraibles con diclorometano) y, sien-
do asi, es un buen indicador para materiales organicos.
Entonces, el proceso a escala industrial de desorcion térmi-
ca cumplio el objetivo de reducir el contenido de hidrocar-
buros de petréleo en el suelo impactado, permaneciendo
compuestos organicos pesados que no fueron extraidos
de las matrices o identificados por los métodos analiticos
utilizados. Cabe destacar que estos resultados no corrobo-
ran a Robinson et al., (2008); Lee et al., (1998) y George et al.,
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para el tratamiento adecuado
de suelos impactados y expli-
can la presencia de compuestos organicos residuales en el
suelo estudiado.

La presencia de compuestos remanentes en el suelo y
otras modificaciones de algunas de sus propiedades im-
pulsaron la realizacion de estudios de fitotoxicidad con el
uso de especies sensibles a los contaminantes. Se escogio
la prueba de ecotoxicidad con uso de plantas basado en
la premisa de que las plantas constituyen una de las rutas
de la remocién de hidrocarburos de los suelos. Estos com-
puestos organicos pueden ser, aln, bioacumulados y bio-
magnificados y, por eso, algunas especies son bastante
sensibles a la presencia de esos compuestos (Juhasz et al.,
2010). La sensibilidad a los contaminantes de algunas es-
pecies de vegetales puede ser expresada de varias formas,
destacdndose el porcentaje de germinaciéon de las semi-
llas y el elongamiento de las raices.

Los resultados de las pruebas ecotoxicolégicas para la
seleccién de especies vegetales sensibles a los contami-
nantes demostraron los efectos adversos de estos mate-
riales sobre las tres especies estudiadas, Figura 1. Queda
verificado que la presencia del contaminante hace reducir
tanto el IGR de las semillas como el ERR, siendo, de esta
forma, C. anguria la especie mas sensible al contaminante,
pues el IGR de las semillas fue practicamente nulo, moti-
vando la seleccién de ese vegetal como indicador para el
analisis del grado de desintoxicacion del suelo.

El tratamiento térmico del suelo promovio la reduccién de
los efectos fitotoxicos sobre todos las especies vegetales
sometidas a prueba, Figura 2. Comparando las Figuras 1y 2,
se destaca, sin embargo, que hubo aun aumento significa-
tivo del IGR de las semillas de C. anguria, 41 £ 1% (p<0,05), y
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Figura 1. Pruebas de fitotoxicidad de lo suelo contamina-
do con residuos aceitosos. (O) indice de Germinacién Rela-
tivo de las semillas (IGR). (1) Indice de Elongamiento Rela-
tivo de las Raices (ERR).

IGR, ERR (%)
&

20

A. porrum

C. anguria C. melo
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Figura 2. Pruebas de fitotoxicidad de lo suelo tratado
por desorcién térmica. (O) indice de Germinacién Rela-
tivo de las semillas (IGR). (B) indice de Elongamiento Re-
lativo de las Raices (ERR).

promocion del ERR, 60 + 1% (p<0,05), indicadores muy po-
sitivos del tratamiento. De esta manera, queda claro que
la disminucién del efecto inhibidor sobre C. anguria coin-
cidié con la reduccién significativa de la concentracion de
los contaminantes del suelo.

El estudio comprobé, por lo tanto, que la evaluacion del
grado de eficiencia de la operacion de desorcion térmica
realizada depende de la manera como se aborda la eva-
luacién, bien mediante el uso de ensayos fisico-quimicos
o mediante el uso de ensayos biolégicos. Ademas, este
estudio contribuyé a apoyar la prueba de fitotoxicidad
como una de las formas mas simples y rapidas del diag-
néstico de la recuperacion del funcionamiento natural
del suelo, luego del tratamiento. El conjunto de los resul-
tados indica la necesidad de estudio de alternativas para
el tratamiento secuencial de los suelos con el objetivo de
mejorar su calidad.

CONCLUSIONES

La desorcion térmica puede remover 98% del conteni-
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do de TPH del suelo y 97% de la suma de las masas de
los 16 HPA prioritarios, listados por la EPA. A pesar de
que este resultado sea significativo, el suelo tratado
propicié el incremento del 41% de las semillas de C.
anguria. De esa manera, es evidente la necesidad de tra-
tamiento secuencial de los suelos para su rehabilita-
cién y que el analisis de la eficiencia de operaciones de
tratamiento de suelos impactados necesita de una eva-
luacién cuyo enfoque considere tanto pruebas fisico-
quimicas como bioldgicas.
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