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RESUMO

MARTINS, Cristiane Darco Cruz. Fitorremediacdo de solo oriundo de é&rea
industrial multicontaminado com metais pesados e hidrocarbonetos do petréleo
por girassol (Helianthus annuus). Rio de Janeiro, 2015. Tese (Doutorado em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) — Escola de Quimica,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015

A importancia da fitorremediacdo como técnica remediadora para areas
contaminadas justifica a realizacdo de estudos com espécies vegetais
adaptadas as condic¢des climaticas brasileiras. O presente trabalho é inovador
e objetivou avaliar a fitorremediacdo como alternativa para o tratamento de um
solo, oriundo de um sistema Landfarming de area industrial, multicontaminado
com hidrocarbonetos de petréleo (hidrocarbonetos totais do petréleo - HTPs e
hidrocarbonetos policiclicos arométicos - HPAs) e metais pesados, em ensaios
conduzidos em casa de vegetacdo e em campo. Girassol (Helianthus annuus)
foi empregado como agente fitorremediador por suas caracteristicas como
melhorador do solo e tolerancia a variagfes climaticas e do solo, além da
possibilidade do seu uso, apds tratamento, na producdo de biodiesel. A
literatura aponta o uso de girassol na fitorremediacdo de metais, mas 0 seu uso
para remocdo de poluentes organicos, separadamente ou em associacdo a
metais pesados ainda nao foi relatado. Foram conduzidos experimentos em
trés etapas distintas: (l) selecdo de um entre quatro cultivares de girassol (M, P,
H2 e H3) em vasos, por 40 dias; (I) efeito do niumero de individuos e da adicao
de fertilizante (NPK: 10-10-10), em vasos, por 80 dias; e (Ill) comportamento do
cultivar selecionado em funcdo da variacdo do numero de individuos e da
adicao de fertilizante, em campo, por 90 dias. A semeadura dos quatro
cultivares diretamente no solo resultou em rapida germinagdo e semelhante
desenvolvimento, embora o cultivar H3 tenha sobrepujado pela robustez e
capacidade de remocao dos contaminantes: Pb, 61%; HTPs,15%; e
benzo(a)pireno (B(a)P), 52%. Para o cultivar selecionado (H3), o numero de
individuos e fertilizacdo do solo teve efeito diferenciado na fitorremediagéo,
conforme o contaminante. Genericamente, 0s maiores percentuais de remocao
foram alcancados no tratamento com 5 individuos/fertilizagdo: HTP (34%),
criseno (93%), benzo(a)antraceno (75%), B(a)P (67%) e Hg (48%). Nos

ensaios em campo, a remocdo de metais foi, de maneira geral, maior nos
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ensaios sem fertilizante, enquanto a remocdo de HTPs foi estatisticamente
igual para todos os tratamentos realizados (aproximadamente 80%). Porém,
ndo foi possivel detectar os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) no
solo, ao final dos ensaios, embora, a presenca de alguns HPAs tenha sido
detectada nos tecidos vegetais, sobretudo nos ensaios sem fertilizante. Os
resultados obtidos indicam que a fitoremediacdo empregando girassol é uma
alternativa promissora para o tratamento de solos multicontaminados por

metais pesados e hidrocarbonetos do petréleo.

Palavras-chave:  Fitorremediagcdo. Girassol. Solo  multicontaminado.
Hidrocarbonetos. Metais pesados.



ABSTRACT

MARTINS, Cristiane Darco Cruz. Fitorremediacdo de solo oriundo de é&rea
industrial multicontaminado com metais pesados e hidrocarbonetos do petréleo
por girassol (Helianthus annuus). Rio de Janeiro, 2015. Tese (Doutorado em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) — Escola de Quimica,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015

Phytoremediation importance as remediation technique for contaminated
areas justifies the studies of plants species adapted to Brazilian climatic
conditions. This work is innovative and aimed to evaluate the phytoremediation
as an alternative for the soil treatment, arising from an industrial area
Landfarming system, multi-contaminated with petroleum hydrocarbons (total
petroleum hydrocarbon — TPH and polyciclic aromatic hydrocarbon — PAH) and
heavy metals, in assays conducted in greenhouse and field conditions.
Sunflower (Helianthus annuus) was employed as phytoremediation agent
because its characteristics as a soil improver and tolerance to climatic and soil
variations, and the possibility of its use after treatment for biodiesel production.
The literature suggests the use of sunflower in phytoremediation of metals, but
its use for removing organic pollutants, separately or in combination with heavy
metals has not yet been reported. Experiments were conducted in three distinct
stages: (I) selection of one among four sunflower cultivars (M, P, H2 and H3) in
the in pots, for 40 days,; (Il) Effect of number of individuals and fertilizer
addiction (NPK 10-10-10) for 80 days; and (iii) cultivating the selected behavior
as a function of the variation in the number of individuals and the fertilizer in the
field, for 90 days. The four cultivars sowing directly into the soil resulted in rapid
germination and similar development, although the cultivar H3 was the most
stout and contaminants removal capacity: Pb, 61%; TPH, 15%; and
benzo(a)pyrene (B(a)P), 52%. For each contaminant studied, the selected
cultivar (H3), shows different removed profile that changed according to the
number of individuals and soil fertilization. Generally, higher removal
percentages were obtained in treatment with 5 individuals / fertilization: HTP
(34%), chrysene (93%), benzo(a)anthracene (75%), B(a)P (67%) and Hg
(48%). In field assays, the metal removal was generally higher in the tests
without fertilizer while TPH removal was statistically the same for all the

treatments (about 80%). However, it was not possible to detect polycyclic
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aromatic hydrocarbons (PAHS) in soil at the treatment ends, though, the
presence of some PAHs have been detected in plant tissues, especially in
without fertilizer assays. The results indicate that phytoremediation employing
sunflower is a promising alternative for the treatment of multi-contaminated soils

by heavy metals and petroleum hydrocarbons.

Keywords: Phytoremediation. Sunflower. Multi-contaminated soil.
Hydrocarbons. Heavy metals.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 INTRODUCAO

O incremento da oferta de bens de consumo, aliado ao intenso
desenvolvimento tecnolégico, figuram entre os fatores de maior influéncia no
padrdo de consumo da sociedade contemporanea. A variedade de bens atende
a vontade dos mais diferentes compradores, desde aqueles menos exigentes e
de menor poder aquisitivo até os mais exigentes e ricos. Este cenario
possibilita que milhdes de produtos sejam comprados por milhares de pessoas
todos os dias, em qualquer cidade do Brasil e do mundo (BARBOSA, 2008).

Basicamente, a melhoria do padréo de vida da coletividade se enquadra
em um modelo de desenvolvimento ndo sustentavel, uma vez que para atender
ao elevado consumo de produtos, faz-se necessario, cada vez mais, retirar da
natureza matérias-primas, a maioria, ndo renovavel. Isto causa a destruicdo
dos mais diferentes ambientes (florestas, rios, etc.), enquanto as atividades
industriais e a disposicdo inadequada de produtos levam a poluicdo do ar, das
aguas e do solo (BARBOSA, 2008).

Diante desse panorama, nos Ultimos anos, a sociedade e 0s governos

passaram a dar mais atencao para as questdes ambientais. Isso pode ser



MARTINS, C.D.C. INTRODUCAO E OBJETIVOS 2

percebido nas alteracdes que foram feitas nas legislacdes, que se tornaram
mais restritivas, e também na maior conscientizagcdo da opinido publica em
relacdo a conservacdo do meio ambiente. Outra prova da maior preocupacao
com a degradacdo do meio ambiente € a estimativa dos gastos mundiais, de 25
a 50 bilhdes de dodlares ao ano, com operacdes para a despoluicdo ambiental
(TSAO, 2003; JACQUES et al.,, 2007). Este mercado, estavel nos Estados
Unidos (US$ 6 — 8 bilhdes/ano), tende a crescer no Brasil, uma vez que 0s
investimentos para tratamento dos rejeitos humanos, agricolas e industriais
crescem a medida que aumentam as exigéncias da sociedade e leis mais
rigidas séo aplicadas.

Dentre as principais fontes de contaminacdo ambiental, a industria do
petréleo e gas se destaca, visto que todas as operacBes relacionadas -
extracao, transporte, refino, e distribuicdo - concorrem para a poluicdo do ar, da
agua ou do solo (POTIN et al., 2004). De acordo com o site AMBIENTE
BRASIL (site 1), aproximadamente 40 milhdes de litros de éleo cru e derivados
foram acidentalmente lancados no ambiente entre 1975 e 2004, impactando
solos, rios, manguezais e praias, do Brasil.

Na busca por estratégias eficazes de gestdo ambiental, algumas
empresas estdo adequando suas atividades ao conceito de desenvolvimento
sustentavel, de modo a garantir competitividade em curto ou médio prazo
(LAFFERTY; MEADOWCROFT, 2001; KRAEMER, 2005). O relatério elaborado
pela Comissdo Brundtland®, publicado em 1987, aponta a incompatibilidade
entre desenvolvimento sustentavel e os padrbes de producdo e consumo
vigentes ja naquela época, e ainda ressalta os riscos do uso excessivo dos
recursos nhaturais, quando ndo se considera a capacidade de suporte dos
ecossistemas (CMMAD, 1991). O relatorio define desenvolvimento sustentavel

como:

(...) desenvolvimento que encontra as necessidades atuais sem
comprometer a habilidade das futuras geragBes de atender suas proprias
necessidades. (BARBOSA, 2008)

! Como foi denominada a Comissdo Mundial sobre Meio Ambiente e Desenvolvimento criada
pela Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU) em 1983 e presidida pela, na época, primeira
ministra norueguesa, Gro Harlem Brundtland (BARBOSA, 2008).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Desenvolvimento_sustent%C3%A1vel
http://pt.wikipedia.org/wiki/Recursos_naturais
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ecossistemas

MARTINS, C.D.C. INTRODUGCAO E OBJETIVOS 3

A adequacdo ao conceito de ambientalmente sustentavel implica na
inversao de recursos por parte das empresas, o que depende de sua realidade
financeira, identificacdo de vantagens competitivas, oportunidades econdmicas,
demandas legais e da sociedade, planejamento das suas atividades,
eliminacdo ou minimizacdo dos impactos ao meio ambiente, por meio de acdes
preventivas, medidas mitigadoras ou de remediacdo das areas contaminadas
(LAFFERTY; MEADOWCROFT, 2001).

Dentre o0s recursos que podem ser impactados pelos processos
industriais, destaca-se o solo devido ao seu elevado grau de exposi¢ao. O solo
€ um recurso dindmico essencial a vida, que contempla diferentes funcdes:
sustentacdo da vida e do “habitat” para pessoas, animais, plantas e outros
organismos; manutencado do ciclo da agua e dos nutrientes; protecdo da agua
subterranea; manutencdo do patriménio histérico, natural e cultural;
conservacdo das reservas minerais e de matérias-primas; producdo de
alimentos; e meio para manutencao da atividade socioeconémica (FERREIRA;
DIAS, 2001).

A introducdo de contaminantes no solo pode resultar na perda de
algumas, ou vérias, de suas funcdes e, ainda, provocar a contaminacdo da
agua subterranea. A ocorréncia de contaminantes no solo acima de certos
niveis provoca multiplas consequéncias negativas para a cadeia alimentar,
para a saude publica e para os diversos ecossistemas e recursos naturais
(RODRIGUES; DUARTE, 2003).

Em 1994, de acordo com German Advisory Council on Global Change,
havia a estimativa de que 22 milhdes de hectares de solos estivessem
contaminados em todo o mundo. Estudo realizado pela Agéncia Europeia do
Ambiente - Commission of the European Communities — avaliou que o0s
tratamentos para a limpeza dos sitios contaminados na Europa poderiam
alcancar custos totais de 109 bilhdes de euros (CONESA et al., 2012).

As fontes de contaminacdo podem ser das mais diversas, entretanto,
uma vez contaminado, o solo necessita ser recuperado, 0 que pode se dar por
diferentes alternativas tecnoldgicas de tratamento. A decisdo pela adocéao de
uma determinada medida deve levar em consideracdo a urgéncia de acbes
corretivas e o nivel de remediacdo desejado, bem como as tecnologias
aplicaveis (CETESB, 2001). Dentre os principais procedimentos relacionados
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ao gerenciamento de solos contaminados devem ser considerados: analise de
risco; legislacdo vigente; e técnica(s) possiveis de ser(em) aplicada(s)
(remediacdo, contencdo, ou remoc¢ao). Portanto, a escolha de uma
determinada tecnologia deve ser baseada na natureza e concentracdo de
contaminante, extensdo da area afetada, e a disponibilidade de recursos. A
busca por uma alternativa que apresente a melhor relagcéo custo-beneficio deve
considerar: eficiéncia na descontaminagéo, simplicidade na execucédo, tempo
demandado pelo processo e menor custo (BRASIL, 1983).

Nesse contexto, cresce o interesse pela utilizacdo da biorremediacéo,
definida como uma técnica que objetiva reabilitar solo e/ou dgua por meio da
utilizacdo de organismos vivos (PIRES et al.,, 2003). Dentre as técnicas de
biorremediacdo destaca-se a fitorremediacéo, que, segundo Accioly e Siqueira
(2000), € uma tecnologia que envolve o emprego de plantas, que em
associacdo com a microbiota do solo pode remover, imobilizar ou transformar
0s contaminantes em substancias menos agressivas ao ecossistema.

Em geral, a fitorremediacdo apresenta baixo custo, visto que depende
essencialmente da luz solar como fonte de energia, com amplitude para a
remediacdo in situ de grandes areas contaminadas (CHANEY et al., 2000;
ROBINSON et al., 2003; CONESA et al., 2012). A ideia de "reciclagem do solo"
ao invés do seu uso para a disposicdo de residuos foi incluida em
regulamentos oficiais, tais como a Diretriz 2008/1/CE (comunidade europeia),
relativa a prevencéo e controle integrados da poluicao (CONESA et al., 2012).

A fitorrremediagdo, além de remediar aguas, solos ou subsolos
contaminados, permitindo atender os regulamentos ambientais quando
aplicada individualmente ou combinada com outra tecnologia de remediacéo,
ao mesmo tempo, embeleza o ambiente (ROBINSON et al., 2003; GELLER;
ROCK; TSAO, 2009). E, por ser considerada uma tecnologia “verde”, é de
grande aceitacdo publica.

No caso do solo, esta tecnologia pode auxiliar na manutencdo da
fertiidade (KHAN, 2000; ROBINSON et al.,, 2003; USEPA 2004). Outra
vantagem para o uso de plantas na descontaminacdo de sitios € que pode
somar créditos de carbono, contribuindo indiretamente, para minimizar 0s
danos do efeito estufa e do aquecimento global e, diretamente, permitindo a
viabilidade financeira do tratamento (LEWANDOWSKI et al., 2006).
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Outro beneficio da fitorremediacdo € a possibilidade de impedir a
percolagdo dos compostos toxicos até os lengois d’agua. Desta forma, evita-se
a contaminacao de aquiferos e, consequentemente, da agua potavel, cada vez
mais escassa no mundo atual (EPA, 2000).

No que concerne a biomassa vegetal produzida, existe a possibilidade
de reciclagem, com geracao de energia (queima direta ou producéo de biogas),
madeira, fabricacdo de papel, extracdo de proteinas para uso em racoes,
extracdo de substancias quimicamente ativas de suas raizes para uso como
estimulante do crescimento de plantas (DINARDI et al., 2003). Outra
possibilidade para aumentar a receita de solos nao produtivos devidos a carga
de contaminacdo poderia ser a producdo de biomassa para aproveitamento
como biocombustivel. Em contraste com a producdo de biocombustiveis, a
producado de biocarvdo poderia dar uma nova perspectiva sobre a producédo de
biomassa em terras contaminadas. O biocarvdo € carvao criado a partir da
pirélise de biomassa. A adicdo de biocarvao ao solo tem sido sugerida para o
sequestro de carbono, reduzindo assim os efeitos da mudanca climética
induzida pelo homem, causados pelas emissées de CO, (LEHMANN, 2007).

A fitorremediacdo jA& vem sendo estudada e aplicada em escala
comercial (CONESA et al., 2012). Neste campo, existem empresas americanas
e européias em atuacdo, embora difram quanto a gestdo comercial das
fitotecnologias. Os Estados Unidos tem maior investimento privado em
fitotecnologias, e isso resultou em um numero maior de empresas privadas
lucrativas. Em contraste, a Europa esta mais focada em resolver as questdes
fundamentais e em descrever os mecanismos biologicos.

Os focos atuais do emprego de fitorremediacdo em escala comercial
sao: evitar a lixiviacdo de contaminantes nas aguas subterraneas (americana
Ecolotree) e tratamento de efluentes (alema Bioplanta). No caso da Bioplanta
Inc., de modo a aumentar os lucros, estédo realizando investimentos em outras
fontes de renda paralelas, a saber, a producdo de metano em biorreatores e a
extracdo de compostos ativos de plantas.

Outras empresas, como as multinacionais Union Carbide, Monsanto e
Rhéne-Poulenc, jA empregaram fitorremediacdo para descontaminacdo das
suas areas contaminadas (GLASS, 1998). No Brasil, ainda sdo raras as
empresas que exploram a capacidade remediadora de plantas, entretanto nota-
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se um aumento do nimero de pesquisas nessa area. E importante ressaltar
que existe a necessidade de se desenvolver tecnologias para o cultivo de
plantas capazes de crescer e absorver simultaneamente contaminantes de
diferentes naturezas, como, por exemplo, hidrocarbonetos de petroleo e metais
pesados, em solos tipicos do nosso territorio e nas condi¢cdes climaticas dos
tropicos, ou seja, tecnologias genuinamente nacionais (COUTINHO;
BARBOSA, 2007).

As condicBes climaticas brasileiras, se comparadas as de outros paises
localizados fora dos tropicos, apresentam qualidades mais favoraveis ao
desenvolvimento da préatica de fitorremediagéo. Dentre as vantagens do clima
do Brasil podem-se citar os periodos prolongados das estacdes quentes do
ano, as elevadas temperatura e umidade, a luminosidade constante durante
todo o ano. A partir dessas prerrogativas, soma-se a alta taxa de transpiracao
que influencia favoravelmente os mecanismos de extracédo e volatilizacdo de
componentes toxicos; a possibilidade de cultivo durante quase todo o ano; a
elevada producdo de biomassa vegetal beneficia a entrada de substrato
(material organico proveniente da queda das folhas, raizes mortas, insetos, etc)
no solo que, aliado a temperatura e umidade elevadas, favorece o
desenvolvimento de microrganismos e aumenta a eficiéncia do processo de
degradacdo da matéria organica, no caso, dos contaminantes de natureza
organica (MERKEL; SCHULTZE-KRAFT;INFANTE, 2004a e b; ROMEIRO et
al., 2007).

Este trabalho visa contribuir para a avaliagdo técnica do emprego da
fitorremediacdo para o reaproveitamento de area multicontaminada com
hidrocarbonetos de petrdleo e metais pesados de elevada toxicidade, por conta
da disposicao frequente no solo, por varios anos, de borra oleosa. Note-se que,
geralmente, as publicagbes tratam de solos artificialmente contaminados e
contempla apenas um tipo de contaminacgao.

Foi dada énfase ao girassol (Helianthus annuus), reconhecidamente
uma planta fitorremediadora com potencial para remocédo de elementos
inorganicos, tais como, uranio, selénio, pluténio, cadmio, cromo, cobre, césio,
niquel, manganés, chumbo e zinco de areas poluidas (LIPHADZI et al., 2003;
SHARMA;STARNES; SAHI, 2006; SISTANI; NOVAK, 2006; RODRIGUEZ et

al., 2006). Contudo, foi encontrado apenas um trabalho demonstrando a
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capacidade do girassol em fitorremediar solo contaminado com poluentes
organicos (TEJEDA-AGREDANO et al., 2012). E, até o presente momento, ndo
foram encontrados dados quanto ao seu emprego em solo multicontaminado
com substancias organicas e inorganicas, embora muitos processos gerem,
simultaneamente, ambos 0S compostos.

Esta espécie foi escolhida pela sua elevada capacidade de adaptacdo,
ciclo de vida curto e grande desenvolvimento de biomassa (PRASAD, 2007). E,
principalmente, por ser uma oleaginosa, o que permitiria dar um destino de
relevancia a um vegetal que nado terd aplicacdo comestivel. Neste caso, a

producédo de biodiesel, somaria créditos para custeio do préprio tratamento.

1.2 OBJETIVOS

Avaliar o girassol (Helianthus annuus) como agente fitorremediador para
a recuperacdo darea multicontaminada com metais pesados e com
hidrocarbonetos do petréleo, inclusive poliaromaticos, oriundos de operacdes

de refino de petréleo.

1.2.1 Objetivos Especificos

e Selecionar por ensaios conduzidos em casa de vegetacdo dentre
quatro diferentes cultivares de girassol, comercialmente disponiveis
no mercado nacional, aquele mais indicado para a remocao
simultanea de HPA e metais pesados;

e Avaliar a influéncia das variaveis: numero de individuos e adi¢do de
fertilizante N:P:K (10:10:10) no solo;

e Determinar a concentracdo de elementos quimicos e hidrocarbonetos
de petréleo presentes nas amostras de tecido vegetal e residuais no
solo;

e Comparar os resultados em casa de vegetacdo e em campo obtidos
nos experimentos com diferentes nimeros de individuos com e sem

adicao de fertilizante.
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CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RESIDUOS SOLIDOS; CONCEITO

Por definicdo, sdo considerados residuos sélidos:

Todos os materiais decorrentes de atividades humanas, gerados
como sobra de processos ou atividades, que ndo possam ser
utiizados com a finalidade para as quais foram originalmente
produzidos. (CHEREMISINOFF, 1995)

Entretanto, a definicdo da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas é
mais ampla, incluindo aos materiais inserviveis em estado sélido, aqueles que

se apresentam em estado semissoélido ou liquido, como segue:

Residuos solidos séo os residuos nos estados solido e semissélido,
que resultam de atividades de origem industrial, doméstica,
hospitalar, comercial, agricola, de servicos e de varricdo. Ficam
incluidos nesta definicAo os lodos provenientes de sistemas de
tratamento de 4gua, aqueles gerados em equipamentos e instalacdes
de controle de poluicdo, bem como determinados liquidos cujas
particularidades tornem inviavel o seu langamento na rede publica de
esgotos ou corpos de agua, ou exijam para isso solugfes técnicas e
economicamente inviaveis em face a melhor tecnologia disponivel.
(ABNT — NBR 10004, 2004)
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Mais recentemente, no Brasil, foi adotada uma definicdo hibrida, envolvendo

aspectos técnicos, assim como outros aspectos abrangentes:

Material, substancia, objeto ou bem descartado resultante de
atividades humanas em sociedade, a cuja destinacdo final se
procede, se propde proceder ou se estda obrigado a proceder, nos
estados solido ou semissdlido, bem como gases contidos em
recipientes e liquidos cujas particularidades tornem inviavel o seu
langamento na rede publica de esgotos ou em corpos d’agua, ou
exijam para isso solugfes técnica ou economicamente inviaveis em
face da melhor tecnologia disponivel. (Lei Federal 12305, BRASIL,
2010)

Os residuos, dependendo da fonte geradora, e do modo que forem
processados, podem conter substancias quimicas de potencial risco a saude
publica e ao meio ambiente (MBULIGWE; KASEVA, 2006; COSKERAN;
SMITH; PHILLIPS, 2007). De acordo com a norma técnica NBR 10004 (ABNT
2004), sado considerados residuos perigosos, agueles constituidos de
substancias com propriedades fisicas, quimicas ou microbioldgicas que lhes
conferem caracteristicas de inflamabilidade, corrosividade, reatividade,
toxicidade e/ou patogenicidade. A periculosidade também esta relacionada a
fatores tais como concentracdo, mobilidade, persisténcia e bioacumulacédo das
substancias presentes nos residuos (KELLER, 2000; HOLOUBEK et al., 2000).
Isto impde que haja um gerenciamento ambientalmente adequado desses
residuos por parte das fontes geradoras, mormente as industrias, com politicas
de minimizacdo, reciclagem, reutilizacdo, tratamento e disposicao final
adequada (MACHADO et al., 2012).

Nos paises preocupados com a problemética ambiental, existem érgaos
para normatizar e fiscalizar de modo a garantir que a producdo de residuos
esteja em consonancia com a preservacado da natureza. Estes paises adotam
acOes aplicadas a gestdo de residuos, como medidas prioritarias. Assim,
quando a disposicdo dos residuos solidos € a opcdo, ela deve ser
cuidadosamente planejada, considerando as normas aplicaveis, estudos
técnicos, e, sobretudo, as alternativas para o tratamento desses residuos de

modo a atender as legislacdes vigentes.


http://academic.research.microsoft.com/Author/53505011/stephen-r-smith
http://academic.research.microsoft.com/Author/18071698/paul-scott-phillips
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Dentre as fontes geradoras de residuos solidos, destacam-se aquelas
atreladas aos processos de exploragdo, producéo, refino e transporte de
petrdleo, ainda a principal fonte de energia no cenario mundial (MELO;
CORIOLANO; ARAUJO, 2013; JAEGER; MACHRY, 2014). Por isso, 0s
residuos gerados nas industrias do petrdleo e petroquimicas sdo apontados
como os principais problemas ambientais do mundo contemporaneo, sendo
seu destino final um grande desafio mesmo para paises tecnologicamente
avancados (PEDROZO et al., 2002).

2.1.1 Residuos Sdélidos na Industria do Petréleo

O petrdleo é constituido de uma variada e complexa mistura de
hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos, compostos sulfurados, nitrogenados e
oxigenados, metais pesados (ex.. chumbo e mercurio) e metaloides (ex.:
arsénio) (VARSHA; NAGA DEEPTHI; CHENNA, 2011). Logo, apesar da
importancia do petréleo para a sociedade moderna, a quantidade e a
diversidade de residuos que sdo gerados em todas as fases do processo
produtivo, tornam as atividades petroliferas - desde a sua exploracdo a

comercializacao dos derivados - importantes do ponto de vista ambiental.

Nas atividades petroliferas, a maior quantidade de residuos é gerada
durante as etapas de refino, que envolvem o fracionamento do petréleo bruto
em produtos derivados: (i) combustiveis, tais como a gasolina, o diesel e o
guerosene; (i) insumos petroquimicos (principalmente a nafta) e; (iii) outros
(6leos lubrificantes e asfalto) (CARDOSO, 2006). Em geral, as refinarias
apresentam diferenciadas configuracdes e numeros de unidades de processo,
além da eficiéncia de cada instalacdo do refino ser distinta. Em consequéncia,
as caracteristicas dos residuos oleosos gerados nas refinarias diferem, caso a
caso (ARAUJO; NICOLAIEWSKY; FREIRE, 2006).

De acordo com a NBR 10004 (ABNT 2004), os processos de refino
geram efluentes liquidos, sdélidos emulsionados, lodos, sedimentos, residuos,
borras e catalisadores gastos, que se classificam em residuos perigosos e néo

perigosos. Ambos devem ser geridos adequadamente, embora, por causa da
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toxicidade e recalcitrancia, os residuos perigosos séo 0s que requerem atencao

quanto & estratégia de tratamento a ser adotada.

Diariamente, a industria do petréleo e gas produz grandes quantidades
de residuos perigosos e ndo perigosos (SOUZA; HOLANDA, 2003;
GUIMARAES, 2007). Entende-se que um residuo sélido é perigoso quando
apresentam riscos a saude publica quando manuseados de forma inadequada,
em funcao de suas caracteristicas intrinsecas de inflamabilidade, corrosividade,
reatividade, toxicidade ou patogenicidade. Os residuos soélidos perigosos
gerados nas refinarias podem ser agrupados em duas categorias como oleosos
e nao oleosos. Dentre os residuos solidos perigosos ndo oleosos destacam-se
os catalisadores exauridos, enquanto as borras oleosas e os lodos biologicos
gerados nas Estacfes de Tratamento de Efluentes sdo os residuos perigosos
oleosos de maior significancia, devido a elevada quantidade gerada e a
composicdo quimica variada (URURAHY et al.,, 1998; SANTOS; SOUZA;
HOLANDA, 2002).

Os materiais sélidos oleosos depositados em fundos de tanques ou em
separadores agua-oleo da industria de petrdleo sdo chamados tradicionalmente
de borra oleosa (MELO; CORIOLANO; ARAUJO, 2013). Segundo a Norma N-
2622 (PETROBRAS, 1998), borra oleosa é constituida pela mistura de éleo,
sélidos e 4gua, que devido aos seus constituintes pertence a Classe | (residuos
toxicos e inflamaveis). Porém, de acordo com os érgaos ambientais, se esse
residuo for submetido a processos de inertizagdo ou encapsulamento, pode ser
reclassificado como residuo Classe A (residuo ndo perigoso, ndo inerte), o
que permitiria sua disposicdo em aterros industriais (SILVA et al., 2006). No
entanto, a legislacéo atual em vigor no Brasil ndo permite essa operacéo, pois
os aterros devem ser destinados exclusivamente a rejeitos (BRASIL, 2010). A
Lei Federal 12305, de 02/08/2010 define rejeitos como sendo residuos soélidos
que, depois de esgotadas todas as possibilidades de tratamento e recuperacao
por processos tecnologicos disponiveis e economicamente viaveis, nao
apresentem outra possibilidade que n&o a disposicdo final ambientalmente

adequada.
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2.1.1.1 Borras Oleosas
2.1.1.1.1 Aspectos Gerais a Respeito das Borras Oleosas

Borra oleosa € o residuo mais abundante gerado pela industria do
petrdleo, podendo ocorrer nas quatro principais atividades da industria
petrolifera, a saber: extracdo de O6leo cru, transporte do Oleo para a refinaria,
processo de refino, e armazenagem de petréleo e produtos (SANTOS; SOUZA;
HOLANDA, 2002; MELO; CORIOLANO; ARAUJO, 2013). Por conta disso, as
borras oleosas podem ser encontradas em diversas operacdes: sistemas de
dessalinizacdo de petréleo, separadores agua-0leo, unidades de cragueamento
catalitico, flotadores, trocadores de calor, torres de refrigeracdo, fundo dos
tanques de armazenamento de petréleo e produtos derivados (combustiveis e
insumos), (ARAUJO; NICOLAIEWSKY; FREIRE, 2006; ALFUTAISI et al., 2007;
COSTA, 2010). Inclui-se, também, o efluente da estacdo de tratamento da
prépria refinaria (WANG et al., 2010).

Em virtude de vérios diferentes sistemas poderem contemplar a
formacdo de borras oleosas, a quantidade gerada, composicdo e grau de
toxicidade séo bastante variaveis. A geracdo de borras oleosas pode variar de
0,1% (para Oleos leves) até 1,5% (para Oleos pesados) da carga processada
(AIRES, 2002). Em geral, as borras oleosas sao constituidas de 5-60% de 06leo,
30-90% de agua e 5-40% de particulas minerais, como nitrogénio, fésforo, e
espécies metalicas (FRANCIS; STEHMEIER, 1991). Mais de 90% do o6leo
corresponde a uma mistura de hidrocarbonetos parafinicos, aromaticos, resinas
e asfaltenos, sendo elevada a concentracdo de hidrocarbonetos aromaticos,
gue variam de 1 a mais de 40 anéis (USEPA, 1997; DIALLO et al., 2000;
UBANI; ATAGANA; THANTSHA, 2013). Também podem ser encontrados
microrganismos (bactérias e fungos) (SHIE et al., 2004).

Na borra oleosa, ocorre a repulséo entre os hidrocarbonetos devido a
sua caracteristica polar, o que impede a formacdo de fase homogénea.
Adicionalmente, a capacidade do 6leo de adsorver particulas, pode resultar em
uma massa de residuo final de 10 a 20 vezes maior que a massa inicial
(SANTOS; SOUZA; HOLANDA, 2002). Contudo, a adsor¢cdo do Oleo as
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particulas solidas confere ao residuo grande estabilidade, tornando-o
extremamente persistente (URURAHY et al, 1998; GAYLARDE, 1998).
Portanto, pode-se inferir que a borra oleosa é um sistema multifasico,
altamente poluente, e de dificil tratamento (MELO; CORIOLANO; ARAUJO,
2013; UBANI; ATAGANA; THANTSHA, 2013).

Estudos tém sido realizados buscando alternativas de tratamento
capazes de minimizar o volume e a toxicidade de residuos perigosos, seja pelo
aprimoramento de tecnologias existentes ou desenvolvimento de novas
tecnologias. Dentre as alternativas existentes para tratamento de residuos
sélidos, algumas possuem limitacdes que inviabilizam sua aplicacdo para o
tratamento de borra oleosa, seja pelo alto custo, seja pela persisténcia de
alguns compostos ou risco de contaminacdo do solo e aquiferos subterraneos
(VASUDEVAN; RAJARAN, 2001). Por isso, o tratamento ou a disposi¢cao da
borra oleosa tem sido um desafio para as industrias de petrdleo que buscam
uma gestao sustentavel de exploracdo e aproveitamento dos recursos minerais
(COSTA, 2010).

Dentre as tecnologias convencionais para tratamento de solos
contaminados com borras oleosas, os tratamentos biolégicos e a incineracéo
tém sido os mais aplicados (MELO; CORIOLANO; ARAUJO, 2013). No caso
dos tratamentos biologicos, destaca-se o processo Landfarming. Segundo a
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (United States
Environmental Protection Agency — USEPA), este método consiste em dispor o
residuo na superficie de um solo, em local previamente preparado, de modo a
permitir a degradacdo dos contaminantes organicos por acdo da microbiota
autoctone, mediante operacdes adequadas de manejo de solo (PAULA;
SOARES; SIQUEIRA, 2006; PAUDYN et al., 2007). No entanto, na maioria das
vezes, esta tecnologia ndo permite auferir que as concentragcdes dos
compostos téxicos de elevada periculosidade sejam reduzidas aos limites

estabelecidos como seguros ou aceitaveis pela legislacao.

Em vista do carater extremamente poluente da borra oleosa, se o
processo de Landfarming ndo for capaz de reduzir os poluentes até niveis

satisfatorios, havera um sério comprometimento do ecossistema. Este cenario
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€ cada vez mais preocupante, considerando-se a escassez de terra e os efeitos

em longo prazo da poluigdo nos ecossistemas terrestres.

Existe, ainda, outro tipo de borra oleosa abundante em refinarias de
petrdleo que sdo os lodos de ETDI (estacdo de tratamento de despejos
industriais) e lodos de ETE (estacOes de tratamento de efluentes). Toda
refinaria de petroleo gera efluentes, que devem ser tratados para descarte.
Quando o tratamento adota tecnologia biolégica, ha geracdo de um residuo
denominado lodo oleoso, que varia muito na sua composicao e toxicidade, em
funcdo do processo produtivo. Os lodos oleosos de ETDI s&o compostos por
material organico oriundo da atividade microbiana durante as operagcdes de
tratamento bioldgico dos efluentes, metais aderidos, compostos organicos, etc
(ARAUJO; NICOLAIEWSKY; FREIRE, 2006). De tempos em tempos, esse lodo
pode ser despejado no sistema Lanfarming, para o tratamento, ou

encaminhado, ap0s a secagem, para aterros industriais.

E importante salientar a presenca de diversos metais nas borras
oleosas. Esses metais sdo incorporados as borras através de diversos
procesos, como por exemplo: aqueles contidos na dgua de producao, agueles
provenientes da erosdo das partes metalicas das tubulacdes e equipamentos,
da corrosao dos tanques de armazenamento, ou ainda aqueles associados aos
produtos quimicos utilizados no processo de refino, principalmente os
catalizadores empregados nas unidades de craquelamento. Todos esses
metais vao se acumulando nas borras tornando seu tratamento ainda mais
dificil, uma vez que o uso de microrganismos ndo € capaz de remediar esse
tipo de poluente (MAIT; MARCIA; ALEKSANDER, 2008; KRIIPSALU;
MARQUES; MAASTIK, 2008).

Portanto, a incorporagdo de borras em Landfarming gera solos
multicontaminados com metais e hidrocarbonetos. Assim, o tratamento de
solos multicontaminados compde um desafio para as empresas do ramo,
incrementando a problemética para remedicdo das areas impactadas e
também os custos associados. Neste contexto, alternativas de fitorremediacéo

podem figurar como eficazes, promissoras e custo-efetivas para o tratamento
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de solos contaminados por compostos organicos e metais oriundos de

operacdes de refino de petroleo, justificando esta pesquisa.
2.1.1.1.2 Alternativas Convencionais para o Tratamento de Borras Oleosas

No Brasil, o modelo mais utilizado para disposicdo de borras oleosas
pelas empresas do setor de petréleo e gas natural € o Coprocessamento em
fornos de clinquerizacdo. Essa rota de abatimento de residuos esta
fundamentada no aproveitamento do potencial calorifico dos residuos oleosos
na economia de combustiveis usados para calcinagdo dos soélidos que irdo
compor o clinquer, um dos principais constituintes do cimento Portland
(SANTOS, 2003). Assim, as borras oleosas sdo usadas como combustiveis
alternativos em fornos de cimenteiras, sendo, portanto, uma rota para
aproveitamento de residuos. Entretanto, existem algumas limitac6es para o uso
desse tipo de residuo como combustivel, particularmente no que diz respeito
ao impacto atmosférico. Isso se deve a existéncia de uma diversidade de
compostos toxicos presentes nesse tipo de residuo, como por exemplo, metais
(sobretudo os mais volateis) e hidrocarbonetos clorados. Além disso, esses
residuos apresentam baixo poder calorifico em comparacdo com o0s

combustiveis convencionais.

Outra tecnologia usada para o abatimento de borras oleosas é o sistema
Landfarming (Figura 2.1), embora essa rota seja muito menos usada que o co-
processamento em fornos de clinquerizacdo. Nessa tecnologia, o residuo
oleoso é incorporado ao solo, sob condi¢cdes controladas, para promover a
degradacdo e imobilizacdo dos contaminantes perigosos nele presentes.
Tipicamente o residuo € aplicado a superficie de uma area e misturado com o
solo por meio de equipamentos convencionais, como tratores equipados com
arados e/ou grades (JORGENSEN; PUUSTINEN; SUORTTI, 2000). Entretanto,
essa técnica tem sucesso relativo, ja que néo possibilita a remocao total dos
compostos, especialmente os mais recalcitrantes e tdéxicos (HUANG et al.,
2004), o que decorre principalmente se o0s procedimentos ndo forem
corretamente desenvolvidos e os parametros bem controlados. Além disso, 0
uso de microrganismos ndo € eficiente na remocdo dos metais pesados

presentes nas borras oleosas que sao dispostas nesses sistemas. Diante
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dessas dificuldades, novas técnicas de tratamento e a destinacéo
ambientalmente correta vém sendo empregadas em substituicdo a técnica de
Landfarming (FURTADO, 2003).
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Figura 2.1: Esquema do sistema Landfarming. Adaptado de FTRT (site 1)

Existe ainda a rota da incineracdo (oxidacdo térmica em temperaturas
acima de 800°C, de acordo com a NBR 11175 (ABNT, 1990) assim como a rota
do plasma térmico também sédo aplicaveis, e ndo foram abordadas nessa Tese
devido ao fato de apresentarem elevado custo, quando comparado ao co-
processamento em fornos de clinquerizacdo e aos Landfarmings (SILVA et al.,
2012).

2.20S0LO
2.2.1 Conceito e Propriedades

O solo € um corpo natural, complexo e heterogéneo, constituido de
materiais organicos e minerais, resultante de alteragcbes na
organizacdo do material original (rocha, sedimento ou outro solo), por
acado de diferentes fatores externos (material de origem, organismos, clima,

relevo e tempo) e internos (adi¢des, perdas, translocacdes e transformacdes)
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(ANDRADE, 2001; OLIVEIRA, 2008). A Associacdo Brasileira de Normas

Técnicas define solo como:

Material proveniente da decomposicdo das rochas pela acdo de
agentes fisicos ou quimicos, podendo ou nao ter matéria organica.
(ABNT - NBR 6502, 1995)

Ja o Manual Técnico de Pedologia do Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica cita como melhor definicdo os levantamentos pedoldgicos de
USDA (1984), a saber:

Solo é a coletividade de individuos naturais, na superficie da terra,
eventualmente modificado, ou mesmo, construido pelo homem,
contendo matéria organica viva e servindo ou sendo capaz de servir a
sustentacdo de plantas ao ar livre. Em sua parte superior, limita-se
com o ar atmosférico ou Aaguas rasas. Lateralmente, limita-se
gradualmente com rocha consolidada ou parcialmente desintegrada,
agua profunda ou gelo. O limite inferior é talvez o mais dificil de
definir. Mas, o que é reconhecido como solo deve excluir o material
gue mostre pouco efeito das interagcbes de clima, organismos,

material originario e relevo, através do tempo. (IBGE, 2007)

O solo compde um sistema trifasico (liquido, sélido e gasoso) e contem
quantidades varidveis de minerais, matéria organica, agua da zona n&o
saturada e saturada, ar e organismos vivos, incluindo plantas, bactérias,
fungos, protozoarios, invertebrados e outros animais (Figura 2.2) (OLIVEIRA,
2008). Os microrganismos tem papel fundamental na génese do solo. No inicio
da formacdo do solo, devido ao déficit de carbono e nitrogénio, espécies
fotossintéticas e fixadoras de nitrogénio como, por exemplo, as cianobactérias,
sdo importantes colonizadores priméarios de rochas matrizes®. A seguir tém-se

o desenvolvimento de microrganismos heterotréficos (fungos e bactérias),

1 A rocha matriz, ou rocha-mae, representa a matéria-prima para a formagéo dos solos. A
transformacgéo da rocha matriz em solo ira ocorrer através dos processos de decomposicao e
desintegracao dos elementos minerais presentes na rocha matriz. Os minerais formadores da
rocha matriz irdo determinar as caracteristicas quimicas e fisicas, além da qualidade do solo
formado (VIEIRA, 1975).
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capazes de solubilizar os elementos minerais do solo, como fdsforo, célcio e
ferro, essenciais para o desenvolvimento da flora. Por conseguinte, desde que
haja a disponibilidade de 4gua, as plantas comecam a crescer. Por sua vez, as
plantas poderdo a posteriori servir de alimento para outros seres Vivos
(RESENDE et al., 2014).

Ar25%

Minerais 45%

Agua 25%

Matéria Orgénica 5%

Organismos 10% Hiumus 80%
Raizes 10%

Figura 2.2: Composicdo volumétrica média de um solo (Adaptado de
RESENDE et al., 2014).

Os fenbmenos de adicdes, perdas, transformacbes e translocacdes
ocorrem com intensidades distintas através do regolito?, dando origem aos
horizontes. Os horizontes sdo camadas diferenciadas que se sucedem em
profundidade, e cujo arranjo em vertical constitui-se no perfil do solo
(ANDRADE, 2001). Em geral, um solo com o seu processo de formacédo
concluido apresenta, ao menos, cinco diferentes horizontes (O, A, B, C e R). As
camadas (horizontes) se apresentam paralelas a superficie, com a separacéo
entre elas ocorrendo de forma gradativa. Por isso, as camadas se apresentam
relativamente homogéneas, embora tenham regides intermediarias, com
caracteristicas tanto da camada superior quanto da inferior. (DE LA ROSA;

SOBRAL, 2008). As diferencas na distribuicdo dos horizontes permite

2 Camada de material intemperizado que recobre a superficie do planeta, também conhecido
como Manto de alteracdo. E o termo usado pelos gedlogos como sindnimo de solo em seu
sentido amplo (BUTT; ZEEGERS, 1992).
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determinar as culturas que melhor se adaptam aquele tipo de solo (RESENDE
et al., 2014).

Os horizontes distinguem-se pelas diferentes caracteristicas de cor,

textura, estrutura, pH, porosidade e permeabilidade, definidos como:

e Textura - representa a distribuicdo quantitativa das particulas minerais
do solo quanto ao tamanho;

e Estrutura - consiste na forma como as particulas estdo agregadas no
solo;

e Porosidade - espaco que existe entre as particulas e que pode ser
preenchido por ar ou agua;

e Permeabilidade - consiste na capacidade que o solo tem de percolar
agua;

e pH - relaciona-se com a composicdo quimica do solo e reacdes

guimicas e bioquimicas que neles ocorrem.

Dentre as propriedades fisicas do solo, a caracteristica textural € a que
apresenta maior estabilidade, o que leva a ser considerada de grande
importancia na descricdo, identificacdo e classificacdo do solo. As trés fracfes
texturais encontradas no solo - areia, silte e argila — se diferenciam quanto ao
tamanho das particulas (Figura 2.3) e as propor¢cdes, 0 que permite a
classificagdo do solo com base no Triangulo de Grupamento Textural (Figura
2.4). Na Tabela 2.1 esta representado, o diagrama de textura adotado pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo, baseado no sistema de classificacdo

do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA).
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Figura 2.3: Diametro das particulas do solo. (Adaptado de RESENDE et al.,
2014).
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Argila (%)
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Figura 2.4: Tridngulo de Grupamento Textural (Fonte: RESENDE et al., 2014).

Tabela 2.1: Diagrama de Textura adotado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia
do Solo (%)

AREIA
ARElls sllbre Muito Grossa Grossa Média Fina Muito Fina CASEALAD
<0,002 |0,002-0,05| 0,05-0,1 0,1-0,25 0,25-0,5

05-10] 10-20 >2,0
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No solo, as fragdes silte (0,002 — 0,05 mm) e areia (0,05 — 2,0 mm), sob
a acdo do intemperismo® transformam-se em argila, enquanto os minerais
resistentes permanecem sob a forma de areia. De uma maneira geral, 0s solos
mais novos sdo 0S que apresentam maior teor de silte (> 50%) e os mais
velhos, comuns as paisagens brasileiras, tais como os Latossolos, apresentam
um teor menor (< 20%) (ANDRADE, 2001). A fracao silte pode ser um indicador
do grau de intemperizagao de um solo ou do potencial dele de conter minerais
primarios facilmente intemperizaveis, ou seja, daqueles que tem condicfes de
fornecer nutrientes (RESENDE et al., 2014).

As propriedades das argilas sdo muitas e muito variadas; entre as
principais se encontram as associadas com reacfes de adsorcao, troca ionica,
propriedades eletrocinéticas e eletroquimicas. As argilas apresentam
importancia nos solos por apresentarem cargas negativas e, em menor
propor¢do positivas, que podem reter tanto cétions como &anions, dentre os
quais se apresentam elementos nutrientes (Ca?*, Mg®*, K*, NH,*, PO,%, SO,%,
etc). Ademais, devido as suas caracteristicas de expansdo e contracdo, as
argilas influem nas caracteristicas fisicas do solo, como a porosidade (macro e
micro), infiltracdo, permeabilidade, difusibilidade térmica, densidade, etc. Sendo
assim, quanto maior o teor de argila no solo, maior a sua area especifica e
maior a intensidade de fenbmenos como retencdo de agua, capacidade de
troca, resisténcia a erosédo e fixacdo de fosforo (ANDRADE, 2001). A fracao
argila é formada praticamente de argilominerais que séo silicatos hidratados de
aluminio (Al4[SisO10](OH)g). Os argilominerais sdo formados basicamente por
silica (SiO,) e hidroxido de aluminio (Al,(OH)3) e apresentam estrutura lamelar.
Os argilominerais mais comumente encontrados sado: caulinita, esmectitas e

ilita.

® Da-se o nome de intemperismo (também chamado de meteorizacdo) ao conjunto de
alteragOes fisicas (desagregacgdo) e quimicas (decomposicdo) que as rochas sofrem quando
ficam expostas na superficie da Terra. E um processo importante porque € o inicio de um
processo maior que continua com a erosdo e a deposi¢cdo do material por ele formado, com a
posterior diagénese, que leva a formacdo das rochas sedimentares. E a partir do intemperismo
também que se forma o regolito, conjunto do material alterado, e, num estagio mais avancado,
0 solo, material superficial em avancado estado de alteragéo e lixiviacdo, associado a matéria
organica, fundamental a préatica agricola e, portanto, a sobrevivéncia do ser humano
(GUERINO, 2010).
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A textura do solo é o principal fator de influéncia na percolacdo de agua,
sendo que a agua percola melhor em solos arenosos do que em solos
argilosos (RAO; MANNA, 2005). A textura afeta a permeabilidade e, portanto, a
aeracdo e o armazenamento e circulacdo de agua no solo (RAO; MANNA,
2005). Por exemplo, a retencdo de agua é maior em solos argilosos em
comparacdo com o0s solos arenosos, especialmente se a argila esta
compactada. Adicionalmente, quando os solos se apresentam encharcados,
sao reduzidas as disponibilidades de oxigénio e nutrientes nos espacgos vazios
(poros) entre as particulas do solo, resultando em reducdo da atividade da
microbiota autdctone e mortandade das plantas, pelo déficit de nutrientes e,

sobretudo, pelo apodrecimento das raizes.

2.2.2 Fontes de Poluicéo do Solo

O tema poluicdo do solo tem despertado interesse de especialistas e
autoridades. Sdo importantes, ndo apenas, 0s aspectos ambientais e de salde
publica, como também e, principalmente, a ocorréncia de episédios criticos de
poluicdo de &mbito mundial, tais como a questdo das areas contaminadas
(GUNTHER, 2005).

Segundo BRASIL (1981), o termo poluicdo é definido como toda
alteracdo das propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas que possa constituir
prejuizo a saude, a seguranca e ao bem-estar das populacdes e, ainda, possa
comprometer a biota e a utilizagdo dos recursos para fins comerciais,
industriais e recreativos. Desta forma, a poluicdo do solo significa a presenca
significativa de algum elemento ou substéncia que podem afetar componentes
biéticos do ecossistema, comprometendo sua funcionalidade e
sustentabilidade. Assim, a poluicdo do solo estd ligada a concentracdo, ou
quantidade de residuos, incorporados acidentalmente ou intencionalmente
(OLIVEIRA et al., 2006).

De acordo com a legislagdo ambiental, para o controle dessa poluigéo,
certos padrdes e indicadores de qualidade do solo (taxa de eroséo etc.) devem

ser respeitados num determinado ambiente (BRAGA et al., 2002).
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Consequientemente, a introducdo de contaminantes no solo pode resultar na
perda de algumas, ou varias, de suas fun¢des e ainda provocar contaminagao
de agua subterranea. A ocorréncia de contaminantes no solo, originados por
varias fontes, acima de certos niveis, provoca multiplas consequéncias
negativas para a cadeia alimentar, para a saude publica e para os diversos
ecossistemas e recursos naturais (RODRIGUES; DUARTE, 2003).

Embora a poluicdo do solo, geralmente, ndo seja tdo visivel ou
imediatamente perceptivel, seus efeitos podem ser muito nocivos, uma vez que
o0 solo é um compartimento ambiental que ndo se renova rapidamente, ao
contrario do ar e da 4gua (DIAS, 2000). As complexas reac¢des quimicas que
acontecem no solo sao realizadas pela presenca de milhares de espécies de
microrganismos, como bactérias, fungos e algas, entre outros. A grande
maioria destes organismos vive no primeiro horizonte do solo, até uma
profundidade de cerca de 40 cm. E dessa estreita camada que os vegetais
retiram nutrientes necessarios ao seu desenvolvimento, garantindo alimento
para 0s animais que habitam sobre ela. Entretanto, esta € a primeira a ser
atingida pelos compostos téxicos. Desta forma, quando estas substancias sédo
descartadas, os organismos morrem, comprometendo diretamente todo o

sistema de respiracéo do solo (DIAS, 2000).

As fontes de poluicdo do solo podem ter origem natural ou artificial
(antrépica). Como fontes de origem natural podem se destacar as atividades
vulcéanicas, as erosdes e 0s desastres naturais, como terremotos e maremotos.
Ja as fontes de poluicdo artificial ou antropica estdo relacionadas ao
lancamento de efluentes liquidos e residuos solidos, as atividades
agropecuarias, de mineracdo e também ao processo de urbanizacdo
acelerada, ocasionando a ocupacgao inadequada do solo e provocando sua
contaminacgao (ABIKO; MORAES, 2009).

Na Figura 2.5 estdo representadas as principais formas de

contaminacgao do solo que podem ocorrer no ambiente.
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Figura 2.5: Esquema das principais formas de contaminagdo do solo (Fonte:
CETESB, 2006).

Um relatério emitido pelo Orgdo Ambiental de S&o Paulo, CETESB,
apontou as principais atividades responsaveis pela contaminagdo do solo
nesse Estado (Figura 2.6). Depois dos postos de combustivel, a atividade
industrial, que inclui o parque de refino, é a maior fonte de poluicdo dos solos
em Sao Paulo, sendo responsavel por 279 dos 1821 sitios contaminados
catalogados pela CETESB (2006). Dessa forma, fica clara a relevancia dos

eventos de contaminacao por residuos oleosos.
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Figura 2.6: Principais fontes de contaminagédo da zona urbana do Estado de
Séo Paulo. Fonte: CETESB (2006).

2.2.3 Contaminacéo do Solo por Residuos Oleosos

O solo, por ser um sistema complexo, multi-fasico propicia
comportamentos distintos dos residuos oleosos ao longo do seu perfil. Um solo
contaminado com residuos oleosos apresenta um perfil que pode ser dividido
em trés zonas distintas, em funcdo da saturacdo de agua (Figura 2.7),

conforme descrito por Baptista (2007):

e Zona Vadosa ou Insaturada - camada mais préxima da superficie do
solo;

e Zona Saturada — camada que se encontra a uma profundidade onde
todos os vazios no solo e nas rochas estao preenchidos com agua;

e Zona Capilar ou Franja Capilar - camada de transicdo entre a zona

insaturada e a zona saturada.

A medida que os constituintes dos residuos oleosos percorrem o perfil
do solo, parte deste é volatilizado, formando uma fase vapor, ficando os
hidrocarbonetos volateis confinados nos poros e/ou nos intersticios do solo. A
perda de fracdes leves de hidrocarbonetos por volatilizacdo altera a
viscosidade e a densidade do 6Oleo residual, o que pode levar a interacdes dos
hidrocarbonetos com a matriz do solo, impedindo a mobilidade do transporte do
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0leo pelo meio poroso (FINE; GRABER; YARON, 1997). A outra parte do 6leo

pode ficar dissolvida na solugéo do solo.

Ponto de
contaminagdo

: Oleo presente na
' sohugdo do solo

n

Zona
Insaturada<

Franja [ &
Capilar :

Zona
Saturada

DNPL

Figura 2.7: Representacdo esquematica de trés zonas de saturacdo e do
comportamento do 6leo no solo em caso de acidente durante o transporte de
petréleo ou derivados [LNAPL- fase de hidrocarbonetos menos densa que a
adgua; DNPL- fase de hidrocarbonetos mais densa que a &gua]. (Fonte:
Adaptado de Baptista (2007)).

O grau e a taxa de sorcdo dos compostos organicos no solo esta
relacionado ao teor de matéria organica (ORTEGA-CALVO; LAHLOU; SAIZ-
JIMENEZ, 1997) e a hidrofobicidade dos componentes dos residuos oleosos
(FINE; GRABER; YARON, 1997). Na zona insaturada, o Oleo presente na
solucdo do solo é transportado, seguindo geralmente duas dire¢des: para cima
(pela evaporacdo na interface solo-atmosfera e pela transpiragcdo devido a
liberacdo de vapor d’agua pela vegetagado) e para baixo (pela infiltracdo e

percolacdo a partir da zona de raizes das plantas) (BAPTISTA, 2007).

A fracdo oleosa livre no solo pode continuar a sua trajetoria, mas
devido a sua baixa solubilidade forma uma fase liquida ndo aquosa (NAPL) que

atua como fonte continua de contaminagéo. O aumento do teor de umidade no
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solo pode diminuir tanto o transporte da fase vapor como a retencéo da fracao
de oleo residual (confinado nos poros ou sorvido nas particulas do solo),
resultando no aumento do transporte da NAPL (FINE; GRABER; YARON,
1997). Segundo Dragun (1998), a NAPL pode formar temporariamente
“piscinas” na superficie do solo quando este apresenta elevado teor de argila e
baixa permeabilidade. Em contrapartida, em solos arenosos a infiltracdo da
NAPL pode ser mais rapida.

A NAPL pode ser dividida em: uma fase mais densa que a agua
(Dense Non-Agueous Phase Liquid, DNAPL), tendendo a se depositar no fundo
da mesa d’agua, e uma fase menos densa (Light Non-Aqueous Phase Liquid (
LNAPL) que se mantém sobre o nivel d’agua (Figura 2.7). Portanto, a
remediacdo de ambientes contaminados com DNAPL é geralmente mais dificil

do que a de locais contaminados com LNAPL.

Na zona saturada, a entrada de DNAPL nos poros preenchidos com
agua requer a superacdo de uma pressdo de entrada resultante da tensdo
interfacial entre a DNAPL e a 4gua. A pressao de entrada requerida aumenta
com a diminuicdo do tamanho da particula do solo. A descida do fluxo de
DNAPL pode ser interrompida toda vez que uma camada com particulas mais
finas é encontrada, tendendo a fluir lateralmente, e acumulando-se até que
haja uma camada espessa de DNAPL que possa vencer a pressao de entrada.
Sendo assim, variagdes na granulometria do solo podem produzir significante
alteracdo no comportamento de uma pluma de DNAPL (BAPTISTA, 2007).

2.2.4 Contaminacao do Solo por Metais

O termo “metal pesado” nunca foi definido pela IUPAC. Quimicamente, o
termo “pesado” implica elevada densidade e o termo “metal” se refere a um
elemento puro ou uma liga de elementos metalicos. De acordo com a literatura,
a definicdo mais antiga classifica como sendo “pesado” todo metal com
densidade superior a 7 g cm™. Ao longo dos anos, as classificacdes de um
elemento como sendo metal pesado com base na massa especifica tém

variado entre os diversos autores, e valores entre 3,5 e 6 g cm™ tém sido
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propostos como valor acima do qual um metal pode ser considerado como
metal pesado (VAREJAOQ, 2008).

De acordo com Hassan, Hijri e St-Arnaud (2013) as atividades de
mineracdo e a pratica de agricultura extensiva sdo as principais fontes de
poluicdo ambiental por metais. A poluicdo do solo por metais € um dos
problemas ambientais mais importantes no mundo. De fato, os metais possuem
uma alta toxicidade para humanos, animais, microrganismos e plantas
(DOUMETT, et al., 2008). Adicionalmente, 0s metais possuem baixa
solubilidade e muitos deles s&o classificados como carcinogénicos e
mutagénicos (TURGUT; PEPE; CUTRIGHT, 2004).

Além disso, diferentemente dos contaminantes organicos, 0s metais ndo
sdo biodegradaveis e tendem a se acumular nos ecossistemas, chegando ao
topo da cadeia alimentar e consequentemente aos humanos (BHARTI,
BANERJEE, 2012). Por exemplo, o cromo e o cadmio, se presentes nos
alimentos podem causar disfuncéo renal, alteracbes crbnicas no sistema
nervoso e ainda alteragdes gastricas (LOFTY; MOSTAFA, 2014).

Entretanto, a poluicdo por metais depende da quantidade e do tipo de
metal. O cobre, ferro, manganés, zinco e niquel sdo microelementos e por isso
essenciais, entretanto em uma dose alta podem ser considerados toxicos.
Outros elementos como, cadmio, cromo, chumbo, urénio e toério sdo
transportados para o interior dos tecidos vegetais, mas ndo possuem funcao
conhecida (KOTSCHAU et al.,, 2014). Outros metais considerados né&o-
essenciais sdo 0 mercurio, antimonio e arsénio (GOSH; SINGH, 2005).

E importante lembrar que além da quantidade, outros fatores influenciam
a toxicidade dos metais nos ambientes, entre eles, a solubilidade é de grande
importancia, pois altera a disponibilidade dos metais. Ademais, a solubilidade
dos metais no solo e na agua subterranea € predominantemente controlada
pelo pH, quantidade de metais, capacidade de troca cationica, concentracao de
matéria organica, estado de oxidacdo dos minérios e pelo potencial redox do
ambiente (HENRY, 2000; BAKER; WALKER, 1990; McNEIL; WARING, 1992;
ELLIOT; LIBERALI; HUANG, 1986; CONNELL; MILLER, 1984; MARTINEZ,
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MOTTO, 2000). Os metais pesados estdo presentes no solo sob diversas
formas (ou espécimes) geoquimicas. Dessa forma, os metais podem estar:
solaveis, trocaveis, precipitados, adsorvidos especificamente, retidos em

material organico insoluvel ou oclusos em 6xidos (VELASCO-MOLINA, 2004).

Sendo assim, a distribuicdo dos metais pesados no solo nas suas
diferentes formas tem uma grande importancia, ja que a disponibilidade e a
toxicidade desses elementos dependem das formas em que sdo encontrados
no solo (VELASCO-MOLINA, 2004).

Dentre as tecnologias disponiveis para o tratamento de solos
contaminados por metais destacam-se: a separacao electrocinética, a lavagem
do solo, a solidificacao/estabilizacdo, a extracdo quimica (acida), a separagao
(fisica e magnética), a incineracao e a fitorremediacdo (TAVARES, 2013).

2.3 A FITORREMEDIACAO
2.3.1 Aspectos Gerais

A teoria mais aceita atualmente, em relacdo a histéria dos vegetais
superiores na Terra, relata que a evolucdo desses seres iniciou-se na era
Paleozbica, h4 mais de 400 milhdes de anos, quando o0s organismos
unicelulares se organizaram em colbnias e evoluiram para organismos
pluricelulares com tecidos diferenciados e fungdes especializadas (ANDRADE;
TAVARES; MAHLER, 2007).

Os vegetais vém desde entédo colonizando os mais diversos ambientes e
se adaptando as mais diversas condi¢cdes de vida na Terra. Essa capacidade
de adaptacdo ¢é tdo eficiente que poucos lugares do planeta sao
completamente desprovidos de sua presenca. Durante sua adaptacdo ao novo
ambiente, cada populacdo, espécie e individuo incorporaram uma compleicéo
fenogenotipica préopria, denominada forma adaptativa, que é o0 conjunto
formado pelas estruturas adaptativas e pela sua estabilidade genética
(O'BRIEN; O’'BRIEN, 1995).
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O potencial genotipico, aliado as interacbes simbioticas com diversos
tipos de organismos, permite que determinadas plantas colonizem solos cujas
caracteristicas quimicas restringem a presenca de outras espécies. ISso ocorre
em solos salinos, acidos, calcareos, pobres em nutrientes, ou excessivamente
ricos em elementos como metais toxicos e diversas outras substancias
quimicas presentes na matéria organica em decomposicdo (ANDRADE;
TAVARES; MAHLER, 2007).

A colonizacdo vegetal de solos poluidos pode auxiliar na melhoria de
suas caracteristicas fisicas e quimicas. Essa melhoria na qualidade ambiental
ndo acontece Unica e exclusivamente pela presenca do vegetal, mas também é
devida a vérias interacfes bidticas e abidticas presentes no local, que ocorrem
através de diversos mecanismos. No entanto, o processo de descontaminacao
s6 é denominado fitorremediacdo nos casos em que as plantas representam o
principal mecanismo da biorremediacdo ou quando s&o essenciais para
desencadear o processo (ANDRADE; TAVARES; MAHLER, 2007).

A real origem e aplicagdo da fitorremediagdo ainda sdo controversas,
uma vez que a pratica se desenvolveu em periodos diferenciados em
diferentes partes do mundo. Existem relatos do uso de plantas no tratamento
de esgoto na Alemanha, ha mais de 300 anos (HARTMAN, 1975). Entretanto, o
primeiro relato completo sobre a capacidade das plantas terrestres de acumular
metais data de meados de século XIX, quando foi publicada a obra de Bary et
al. (1866) intitulada Handbuch der Physiologischen Botanik. Essa obra inclui
dados analiticos sobre o conteudo de Zn em Thalis alpestre var. calaminare,
Viola calaminaria, Armenia vulgaris e Silene inflata, retiradas de um sitio rico
em calamina (silicato basico de zinco), préximo a Aachen, na Alemanha.
Contudo, o uso do termo phytoremediation € muito mais recente, tendo sido
cunhado no ano de 1991, para definir o uso de vegetais, e dos microrganismos
a eles associados, como instrumento para contenc¢ao, isolamento, remoc¢éo ou
reducdo das concentracfes de poluentes em meio solido liquido ou gasoso
(EPA, 2000). E, embora nédo seja nova a ideia de que vegetais podem atuar
remediando ambientes, somente a partir da década de 80 essa area de estudo
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passou a tomar forca em inUmeras instituicdes publicas e privadas (BARROS,
2007).

A fitorremediacdo tem sido estudada e seu uso difundido principalmente
nos Estados Unidos e em vérios paises da Europa. De acordo com Accioly e
Siqueira (2000), as projecdes anuais sao de que nos Estados Unidos os gastos
com fitorremediacdo, até 2005, seriam de 100-200 milhdes de ddlares. Nos
altimos 10 anos, surgiram nos EUA e Europa inUmeras companhias que
exploram a fitorremediacdo para fins lucrativos, como a norte-americana
Phytotech e a alema BioPlanta, e inddstrias multinacionais, como Union
Carbide, Monsanto e Rhone-Poulanc, que empregam fitorremediagcdo em seus

préprios sitios contaminados (GLASS, 1998).

Diferente de algumas outras tecnologias consideradas convencionais, a
fitorremediacdo apresenta grande versatilidade, podendo ser aplicada para
tratar meio aquoso, ar ou solo (ANDRADE; TAVARES; MAHLER, 2007).

A fitorremediagcdo pode ser classificada de acordo com a técnica a ser
empregada, o que esta intimamente relacionado ao mecanismo envolvido que
varia de acordo com a matriz a ser descontaminada, com o tipo de
contaminante e também com as caracteristicas fisiolégicas do vegetal
escolhido (CUNNINGHAM et al., 1996).

2.3.2 Mecanismos Envolvidos na Fitorremediagao

Os vegetais podem biorremediar os sitios contaminados através de
mecanismos diretos ou indiretos. Varios autores descrevem esses processos
de forma semelhante, porém com detalhamentos um pouco diferentes. Para
tanto, a classificacdo € feita usando critérios como: tipo de contaminante;
matriz a ser tratada e; peculiaridades de cada sistema vegetal (CUNNINGHAN
et al., 1996; SUSARLA; MEDINA; MCCUTCHEON, 2002; DINARDI et al., 2003;
MERCKEL; SCHULTZE-KRAFT; INFANTE, 2006). De acordo com Reddi e
Inyang (2000), entre os mecanismos diretos destacam-se a fitoextracao,
fitodegradacéo, rizodegradacéao e fitovolatilizacdo. J& os mecanismos indiretos

incluem a fitoestabilizagao, fitoestimulacéo e rizofiltragao (Tabela 2.2).
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Tabela 2.2: Mecanismos envolvidos na fitorremediacao

Destino final dos Natureza do Contaminante

contaminantes Organica Inorganica

1.Fitovolatilizagao

Atmosfera 1. Fitovolatilizacao
2.Fitodegradacéo
Parte aérea dos vegetais 3.Fitoextragéo 3. Fitoextracao
4. Rizofiltracdo
4.Rizofiltracao
Rizosfera 5.Rizodegradacao

6.Fitoestimulacao
7. Fitoestabilizac&o

Fonte: adaptado de Reddi e Inyang (2000).

2.3.2.1 Fitovolatilizacao

Na fitovolatilizacé@o, alguns ions de elementos dos subgrupos Il, V e VI
da Tabela periédica, mais especificamente, mercuirio, selénio e arsénio, sdo
absorvidos pelas raizes, convertidos em formas nédo toxicas e depois liberados
na atmosfera. Este mecanismo € empregado também para compostos
organicos (BROOKS, 1998). A Figura 2.8 representa esquematicamente a
fitovolatilizacao.
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VOLATILIZACAO / TRANSPIRACAO

conversio em formas nio téxicas

ABSORCAO

mercirio, selénio e arsénio, TCE, PCE

Figura 2.8: Esquema da fitovolatilizacdo de poluentes (adaptado de

Brooks, 1998). TCE: tricloroetileno; PCE: policloroetileno.
2.3.2.2 Fitodegradacéo

Na fitodegradacdo, também conhecida como fitotransformacédo, os
contaminantes organicos sdo degradados ou mineralizados dentro das células
vegetais por enzimas especificas. Entre essas enzimas destacam-se as
nitroredutases (degradacdo de nitroaromaticos), desalogenases (degradacao
de solventes clorados e pesticidas) e lacases (degradacdo de anilinas).
Populus sp. e Myriophyllium spicatum sé&o exemplos de plantas que possuem
tais sistemas enzimaticos (CUNNINGHAM et al., 1996). A Figura 2.9

representa a fitodegradacdo de um composto nitroaromatico.
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Figura 2.9: Fitodegradac&o de composto nitroaromatico.

2.3.2.3 Fitoextracéao

A fitoextracao € o processo de fitorremediacdo que envolve a absorcédo
dos contaminantes pelas raizes, os quais sdo nelas armazenados ou sao
transportados e acumulados nas partes aéreas (REDDI; INYANG, 2000). A
Figura 2.10 representa a fitoextracdo de metais que sdo acumulados na parte

aérea do vegetal que por sua vez é utilizada para recuperacao desses metais.
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Figura 2.10: Mecanismo de fitoextracdo de metais (adaptado de Reddi e
Inyang, 2000).

2.3.2.4 Rizofiltracao

E a técnica que emprega plantas terrestres para absorver, concentrar
e/ou precipitar os contaminantes de um meio aquoso, particularmente metais
pesados ou elementos radiativos, atraveés do seu sistema radicular. As plantas
sdo mantidas em um reator com sistema de hidroponia, através do qual os
efluentes passam e sdo absorvidos pelas raizes, que concentram o0s
contaminantes. Plantas com grande biomassa radicular (hiperacumuladores
aguaticos) sdo as mais satisfatorias, como Helianthus annuus e Brassica
juncea, as quais provaram ter potencial para esta tecnologia (GLASS, 1998). A
Figura 2.11 apresenta um sistema de rizofiltracdo que utiliza macrdfitas

submersas.
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»
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Figura 2.11: Sistema de rizofiltracdo baseado em macréfitas submersas (fonte:

GLASS, 2000).

2.3.2.5 Rizodegradacao

A rizodegradacdo é um processo semelhante a fitodegradacéo

ocorrendo porém, na rizosfera. Na parte externa das raizes, compostos

organicos sao decompostos por microrganismos que sao estimulados pela

liberacdo de exsudatos (matéria organica solUvel e nutrientes) e enzimas das
células das raizes (REDDI; INYANG, 2000; SUSARLA, 2002). A Figura 2.12

esquematiza o mecanismo de rizodegradacao.

Ocorrena RIZOSFERA

ENZIMAS
EXUDATOS VEGETAIS

Estimulagdo de
N

Microrganismos |
Degradadores & -

contaminantes
orginicos

Figura 2.12: Esquema do mecanismo de rizodegradacao.
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2.3.2.6 Fitoestimulacéao

Na fitoestimulacdo, as raizes em crescimento (extremidades e
ramificacbes laterais) promovem a proliferacdo de microrganismos
degradativos na rizosfera, que usam os metabdlitos exudados da planta como
fonte de carbono e energia. A aplicacdo da fitoestimulagdo limita-se aos
contaminantes organicos. A comunidade microbiana na rizosfera €
heterogénea devido a distribuicdo espacial variavel dos nutrientes nesta zona,
porém as bactérias do género Pseudomonas sdo 0Ss organismos
predominantes associados as raizes (BROOKS, 1998). A Figura 2.13
apresenta o mecanismo de fitoestimul¢do. Diferentemente da rizodegradacéo,

na fitoestimulcdo ndo ha participacdo de enzimas vegetais.

Energia

iy =
,L,g% «

Compostos  /
organicos

l Indutores
Co-metabdlitos

!,

MINERALIZACAQ

Figura 2.13: Mecanismo de fitoestimulgdo de compostos organicos que

acontece na rizosfera.
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2.3.2.7 Fitoestabilizacao

Na fitoestabilizacdo os contaminantes organicos ou inorganicos sao
incorporados a lignina da parede vegetal ou ao humus do solo, precipitando os
metais sob formas insollveis, sendo posteriormente aprisionados na matriz do
solo. Tem o propdsito de evitar a mobilizagdo do contaminante e limitar sua
difusdo no solo, através de uma cobertura vegetal (CUNNINGHAM et al.,
1996). Exemplos de plantas cultivadas com este fim sdo as espécies de
Haumaniastrum, Eragrostis, Ascolepis, Gladiolus e Alyssum (DINARDI et al.,

2003). A Figura 2.14 apresenta o mecanismo de fitoestabilizacdo de arsénio.

.
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Figura 2.14: Mecanismo de fitoesbilizacdo de arsénio (adaptado de DINARDI et
al., 2003).
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2.3.3 Parametros Relevantes para a Fitorremediacdo de Solos

Contaminados

Antes da implantacdo de qualquer técnica de remediacdo é importante
que se estabeleca o objetivo da técnica, que varia de acordo com o tipo de
atividade realizada na area contaminada, 0s riscos atribuidos a exposicéo para
seres humanos e os riscos ao meio ambiente (EPA, 2000). Segundo Providenti,
Lee e Trevors (1993), uma vez estabelecidos os objetivos da técnica, é
fundamental que se conhecam as caracteristicas climaticas do local
contaminado, as caracteristicas do solo, assim como a natureza e distribuicéo

dos contaminantes.

2.3.3.1 Tipo dos Contaminantes

Nas ultimas décadas, a fitorremediacao foi investigada como um meio
para remocdo de poluentes organicos e inorganicos perigosos, onde estao
inclusos: metais pesados (MORIKAWA; ERKIN, 2003; KAUTSKY; GREGER,
2005; ROMEIRO, 2005; PEREIRA, 2005; LOFTY; MOSTAFA, 2014) solventes
clorados (WALTON; ANDERSON, 1990; HABY; CROWLEY, 1996;
BRAECKEVELT et al., 2011), pesticidas (HOAGLAND; ZABLOTOWICZ;
LOCKE, 1997), hidrocarbonetos policiclicos aromaticos representados pela
sigla HPAs (APRIL; SIMS, 1990; REILLEY; BANKS; SCHWAB, 1996,
RIBEIRO, 2009; SUN et al., 2011; LIU et al.,, 2014; WANG et al., 2014),
bifenilas policloradas (BRAZIL et al., 1995; FLETCHER, DONNELY; HEDGE,
1995), municdo e explosivos (SCHNOOR et al., 1995; AKEN, 2008) e
radionuclideos (ENTRY et al., 1997). Entretanto, muitos sitios apresentam
contaminagdo por mais de um tipo de substancia, o que exige das plantas
maior versatilidade, devido a interacdo entre os espécimes. Alguns poucos
ensaios vém sendo desenvolvidos em matrizes contaminadas simultaneamente
por poluentes organicos e inorganicos (SUN et al., 2011; HUANG et al., 2011).
Por exemplo, o trabalho de Zhang e Liu (2011) no qual Mendicago sativa
engenheirada geneticamente foi utilizada para testes de fitorremediacéo de
solo co-contaminado artificialmente por tricloroetiieno e cédmio. Trabalho
publicado por Sun et al. (2011) destaca o uso de Tagetes patula, uma planta

ornamental, na fitorremediacdo de solo co-contaminado por benzo(a)pireno e
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0S seguintes metais: cadmio, cobre e chumbo. Um detalhamento de processos

de fitorremediag&o para alguns contaminantes sera apresentado adiante.

2.3.3.1.1 Fitorremediacdo de ambientes poluidos com compostos

inorganicos

Os poluentes inorganicos que podem ser eliminados ou reduzidos
atravées de fitorremediacdo incluem: anions, como nitratos e fosfatos
(macronutrientes vegetais); e cations como Cr, Cu, Fe, Mn, Mo e Zn
(micronutrientes vegetais), As, Cd, Co, F, Hg, Se, Pb, V e W (elementos néo
essenciais a vida); isétopos radioativos como **U, **Cs e *°Sr (PILON-SMITS
et al., 1999). De acordo com esses autores, a fitorremediacdo pode também

ocasionar a reducao da salinidade do solo.

Segundo Marschner (1995), a absorcdo de elementos quimicos pelas
raizes das plantas € governada, principalmente, por meio do transporte de ions
pela membrana plasmética e, também, pela retencdo na parede celular das
células do cértex. Por sua vez, o transporte de ions e de outros solutos, através
da membrana, é maior quanto menor forem o raio hidratado e a valéncia do
ion. Esses fendmenos auxiliam o entendimento das caracteristicas das
absorcdes seletivas, acumulativa e genotipica. Ainda segundo o autor, 0
processo de absorc¢do € influenciado por vérios fatores, como o valor do pH, a
concentracdo dos ions e a competicdo entre ions com propriedades fisico-
quimicas semelhantes. Da mesma forma, a translocacdo de cations nos vasos
do xilema* é afetada pela concentracdo e valéncia do cation, assim como pela

presenca de outros ions e de agentes complexantes.

A distribuicdo diferenciada dos metais pesados no tecido vegetal
contempla alguns dos principais mecanismos de tolerancia, mas, ainda assim,
€ dependente de caracteristicas do meio e da forma do metal. Entretanto, a

absorcdo normalmente decresce na ordem: Cd > Zn > Cu > Pb; sendo Cd o

* Tecido das plantas vasculares por onde circula a &gua com sais minerais dissolvidos - a seiva
bruta - desde a raiz até as folhas (OLVEIRA, 2003).
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metal que, geralmente, se apresenta mais biodisponivel e se transloca mais
facilmente na planta (RIBEIRO-FILHO et al., 1999).

Compostos organicos liberados pelas raizes, principalmente aqueles
provenientes da descamacgédo das células (CARDOSO; FREITAS, 1992), sédo
fonte de energia para muitos microrganismos que podem influenciar na
solubilizacdo dos metais. A liberacdo de exudatos também pode aumentar a
solubilidade de varias formas de metais, pois esses podem conter acidos como
acético, citrico, fumarico e succinico (BERTON, 2000). Por outro lado, as raizes
podem liberar os chamados fitossiderdforos, que complexam fortemente com
metais como Fe, Cd, Cu e Zn (MENCH; MARTIN, 1991). Somado a tudo isso,
existem ainda os microrganismos presentes no solo (nativos ou introduzidos)
gque nao estdo na rizosfera, mas podem influenciar as demais interacfes
ambientais (ERNEST, 1996).

2.3.3.1.2 Fitorremediacdo de ambientes contaminados com compostos

organicos

7

De uma forma geral, é mais dificil trabalhar com contaminantes
organicos, em razdo da diversidade molecular, da complexidade de andlise e

das constantes transformacdes a que estédo sujeitos.

Os metais pesados sdo mais facilmente quantificados e raramente
formam metabdlitos intermediarios no solo, como ocorre na biodegradacao dos
contaminantes organicos (CUNNINGHAM et al., 1996). Assim, pesquisas com
compostos organicos contaminantes de solo exigem técnicas especializadas e
de custo elevado, envolvendo o uso de elementos marcados e sofisticada

instrumentacao analitica.

Todavia, varios trabalhos tém comprovado a fitorremediacdo de diversos
compostos organicos, sendo 0s mais comuns: hidrocarbonetos derivados de
petréleo (atrazina, bentazona, compostos organoclorados e nitroaromaticos),
explosivos (TNT, DNT), solventes clorados (TCE, PCE) e residuos organicos
industriais (PCPs, HPAS), entre outros (CUNNINGHAM et al., 1996; RIBEIRO,
2009).
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A utilizacdo da fitorremediacdo é baseada na seletividade, natural ou
desenvolvida, que algumas espécies exibem a determinados tipos de
compostos ou mecanismos de acdo. Esse fato é de ocorréncia comum em
espécies agricolas e daninhas, tolerantes a certos herbicidas. A seletividade
deve-se ao fato de que os compostos organicos podem ser translocados para
outros tecidos da planta e subsequentemente volatilizados; podem ainda sofrer
parcial ou completa degradacdo ou serem transformados em compostos menos
toxicos, especialmente menos fitotoxicos, combinados e/ou ligados a tecidos
das plantas (ACCIOLY; SIQUEIRA, 2000; SCRAMIN; SKORUPA; MELO, 2001).
E ainda, a maioria dos compostos organicos parece sofrer algum grau de
transformacdo nas células das plantas antes de serem isolados em vacuolos

ou ligarem-se a moléculas insolaveis, como a lignina (SALT et al., 1995).
2.3.3.2 Condig¢des Climaticas do Sitio Contaminado

Os efeitos do clima na eficiéncia dos sistemas de fitorremediacdo nao
podem ser mensurados com seguranca, uma vez que sao altamente inter-
relacionados e de dificil controle. Devido ao fato da luminosidade, intensidade
de chuvas, temperatura, entre outros, serem fatores inerentes ao clima e
influenciarem sobremaneira o desenvolvimento vegetal, os fatores climaticos
afetam diretamente a fitorremediacdo. Portanto, antes da implantacdo da
técnica de fitorremediacdo é importante levar em consideracdo esses fatores,
principalmente, durante as etapas de elaboracdo do projeto (MONTEIRO,
2008).

No Brasil, pode-se considerar que os fatores climéaticos atuam a favor
dos mecanismos envolvidos na fitorremediacdo. A extracdo, a volatilizagao e a
degradacéao estéo intrinsicamente relacionadas, entre outros fatores, ao teor de
umidade do solo, a temperatura e a luminosidade. A disponibilidade de agua no
solo associada a temperatura elevada ocasionam o aumento da
evapotranspiracdo’ e, com isso, uma maior quantidade de contaminante pode

ser extraida do solo pela absor¢édo de dgua seguindo o fluxo transpiracional. Da

® perda de agua do solo por evaporacdo e a perda de agua da planta por transpiracio
(OLVEIRA, 2003).
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mesma maneira, a maior absorcdo de agua permite a entrada de elementos
essenciais a nutricdo vegetal, responsavel pelo bom desenvolvimento da
planta. Isso, além de facilitar o crescimento da planta, propicia uma maior
producdo de biomassa através do processo da fotossintese que, por sua vez,
sofre a influéncia direta da Iluminosidade, que €& maior nos tropicos
(MONTEITH, 1972). O mecanismo de degradacao €, entdo, favorecido pelo
aporte de substrato orgéanico proveniente da biomassa produzida, como
também pela temperatura mais elevada na zona tropical. Abaixo sdo descritos
os fatores climaticos relevantes a adocdo da técnica de fitorremediacdo com

seus respectivos efeitos no crescimento vegetal (EPA, 2000):

e Precipitacéo - a quantidade de chuva determina o tempo de preparacao
do solo, tempo de plantio e necessidade de irrigacdo, visando atender a
demanda hidrica da espécie;

e Temperatura — a média extrema e flutuacdes da temperatura afetam o
crescimento das plantas;

e Luminosidade — a quantidade de luz solar afeta diretamente o
crescimento das plantas, a temperatura do ar e a evapotranspiracao;

e Sombreamento — a extensdo sombreada da éarea pode afetar o
crescimento das plantas;

e Comprimento da estacdo de crescimento — 0S processos de
fitorremediacdo sdo mais ativos durante as estacdes de crescimento e
estas devem ser consideradas na predicao do periodo de remediacao;

e Ventos — afetam a evapotranspiracdo, causam danos as plantas e
disperséo de volateis e fragmentos;

e Localizagdo — padrdoes de tempo local e regional afetam os fatores

descritos acima.
2.3.3.3 Fertilidade do Solo

Outro importante fator que deve ser observado é a presenca de
nutrientes, ou fertilidade do solo. A fertilidade do solo pode ser definida como o

estudo da capacidade dos solos em suprir nutrientes as plantas. Os nutrientes
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presentes no solo podem ser classificados segundo sua necessidade essencial

para 0s microrganismos e as plantas em (MANAHAN, 1994):

e Macronutrientes: sdo os nutrientes requeridos em grande quantidade
(carbono, oxigénio, hidrogénio, nitrogénio, potassio, calcio, magnésio,
fésforo e enxofre);

e Micronutrientes: sédo aqueles requeridos em menor quantidade e que
quando empregados em alto teor séo frequentemente toxicos (ferro,

manganés, zinco, cobre, molibdénio, cloro e boro).

Muitos autores investigaram a importancia da fertilizacdo em ensaios de
fitorremediacdo, tanto em solos contaminados por poluentes organicos
(MURATOVA et al., 2012; KOBAYASHI et al., 2009) quanto por metais (LIN et
al., 2009; CHANG et al., 2013; GUPTA et al., 2014). Entretanto, os estudos
referentes ao papel da fertilizagdo na fitorremediagdo de metais sao mais
abundantes. Segundo Tu et al. (1997) a interacdo entre metais pesados e
nutrientes nas plantas € complexa e pode levar a efeitos sinérgicos ou
antagonicos. A adicao de fertilizante organico pode reduzir, significativamente,
a mobilidade de metais (MADEJON, et al., 2003), mas aumentar a quantidade
dos mesmos acumulada nos tecidos vegetais devido a sua maior producéo de
biomassa (YANG et al., 2006).

O efeito da adicéo de fosfato em ensaios de fitorremediagédo de metais
foi amplamente descrita, conforme revisdo de Gupta et al. (2014). Em ensaios
de fitorremediacao pela planta Pteris vittata L., Caoa, Ma e Shiralipourb (2003)
observaram que a remocao de As, com a adicdo de fosfato, aumentou 265%
em relacdo aos ensaios sem fertilizacdo. Huang et al. (2012; 2013) avaliaram a
fitorremediacdo de Zn e Cd por Sedum alfredii e observaram importantes
incrementos no acumulo de Zn nas folhas e também na producéo de biomassa,

nos ensaios em que foi feita a fertilizac&o por fosfato.

A adicao de fertilizante nitrogenado aumentou a remogéo de Cd entre 6
e 14% em estudo realizado com plantas de tabaco (WANGSTRAND, 2005). O
efeito da fertilizacdo nitrogenada na fitorremediacdo de Cd também foi

estudado por Chang et al. (2013). Os autores testaram diferentes quantidades
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de N (0, 8, 16, 24 e 32 mM) e observaram que apos 30 dias de ensaio, as
plantas da espécie Panteas lanceolata cultivadas nos vasos contendo a maior
concentracdo de N, também apresentaram a maior concentracdo de Cd em

suas biomassas (622,9 mg/kg planta).

Em relacdo ao uso de fertilizante para a remocgdo de contaminantes
organicos, pode-se destacar o trabalho de Muratova et al. (2012). Nele, os
autores observaram o efeito da fertilizacdo nitrogenada na fitorremediacdo de
solo contaminado por 6leo diesel com o emprego de diferentes plantas. ApGs
70 dias, os autores observaram que nos ensaios sem fertilizante, a remocao de
hidrocarbonetos variou entre 32 e 55%, enquanto os ensaios com adi¢cdo de

fertilizante, os percentuais variaram entre 75 e 94%.

Ja o trabalho de Kobayashi et al. (2009) avaliou a fitorremediacdo de
pireno em solo enriquecido com diferentes combinacbes de fertilizante
inorganico (NPK) e organico (compostagem) por dois cultivares da planta da
espécie Cucurbita pepo (ssp. pepo cv. Raven e ssp. texana cv. Sunray). Apos
90 dias de ensaio, a concentracdo de pireno diminuiu entre 46 e 65%, nos
diferentes experimentos, entretanto ndo houve diferenca estatistica entre os
ensaios realizados com as diferentes combinacbes dos fertilizantes

empregadas.

2.3.4 Relacédo Custo X Beneficio da Utilizacdo da Fitorremediacao

A viabilidade econdmica da fitorremediacéo ja foi confirmada em varios
estudos (SCHNOOR, 1995; GELLER, 1999; FIORENZA; OUBRE; WARD,
2000; LEWANDOWSKI et al., 2006). A comparacdo entre as técnicas
existentes comprova que mesmo havendo custos com monitoramento e
praticas agricolas necessarias a implantacdo, a fitorremediacdo € uma
metodologia barata. Embora o custo esteja relacionado a natureza e
concentragcéo do contaminante e tipo de matriz contaminada, a fitorremediacéo
possivelmente permite maiores estratégias de manejo, podendo minimizar os
custos e promovendo maiores beneficios. As tecnologias in situ em geral séo
mais baratas por ndo haver a necessidade de remoc¢ao da matriz contaminada,

diminuindo os custos com a prépria remocao e transporte (MONTEIRO, 2008).
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Cunninghan et al. (1995) compararam custos entre a biorremediacéo
microbiana in situ e a fitorremediacdo de hidrocarbonetos de petréleo,
considerando 15 cm de profundidade por hectare. Os gastos estimados
variaram de US$ 7.500,00 a US$ 20.000,00 e de US$ 2.500,00 a US$
15.000,00 para a biorremediacdo e fitorremediacédo, respectivamente. Um
estudo sobre os custos do tratamento de uma area de 12 acres contaminada
com Pb, indicou que gastos de US$ 12 milh6es usando escavagdo e
disposicédo, US$ 6,3 milhdes usando lavagem do solo, US$ 600 mil usando
capeamento do solo e US$ 200 mil usando fitorremediacdo (CUNNINGHAN et
al., 1996). De acordo com a empresa Phytotech (New Jersey/USA), 0s custos
para fitorremediar 1 m® de solo contaminado com radioisétopos variam em
torno de US$ 80,00 contra cerca de US$ 250,00 quando se utiliza lavagem do
solo (BLACK, 1995). De acordo com Plummer (1997), o custo do tratamento
convencional de 10 acres contaminados com Pb supera os US$ 12 milhdes,
enquanto o da fitorremediacdo € um pouco menor que US$ 500 mil.

Pode-se observar que dentre os estudos citados, independentemente da
natureza do contaminante, a fitorremediacdo destaca-se como a tecnologia
mais viavel, do ponto de vista econdmico. Entretanto, € importante ressaltar
que a eficacia da fitorremediacdo € influenciada por muitos fatores, o que a
torna uma tecnologia extremamente complexa, na qual todos os parametros
devem ser considerados. Dentro desse contexto, a analise econémica nao
deve ser a Unica variavel levada em consideracdo na escolha do método para
descontaminacdo da area de interesse. Portanto, qualquer tecnologia que se
selecione vai apresentar tanto beneficios quanto inconveniéncias que séo

inerentes a qualquer processo de remediacdo (MONTEIRO, 2008).
2.3.5 Vantagens e Desvantagens da Aplicacdo da Fitorremediacao

A aplicacdo de qualquer técnica de remediacdo apresenta vantagens e
desvantagens que devem ser ponderadas (MONTEIRO, 2008). Em relacdo a
fitorremediacdo, essa relacdo nao é diferente, uma vez que a técnica apresenta
elevado potencial de utilizagdo, todavia, algumas dificuldades devem ser
consideradas (RIBEIRO, 2009). A Tabela 2.3 resume as principais vantagens e

desvantagens dessa tecnologia.
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Tabela 2.3: Vantagens e desvantagens da fitorremediacéo

Vantagens

Desvantagens

Menor custo em relacdo as técnicas tradicionalmente utilizadas que envolvem a
remocao do solo para tratamento ex situ;

Os contaminantes devem estar dentro da zona
de alcance do sistema radicular;

Na maioria dos casos, 0s equipamentos e suprimentos s&o 0S mesmos usados na
agricultura, portanto, quando aplicada em aéreas rurais, o custo € ainda menor;

Possibilidade da recuperacdo de metais de alto valor agregado.

No caso dos contaminantes organicos, alguns
vegetais podem transforma-los em metabdlitos
ainda mais toéxicos que 0s compostos originais;

Os compostos organicos podem ser degradados a CO, e H,O, removendo toda a
fonte de contaminacéo, ndo havendo, nesses casos, a necessidade de retirada das
plantas fitorremediadoras da area contaminada, ndo se aplicando para metais
pesados;

Necessidade de melhoria nas condigbes do
solo, incluindo a quelacdo do contaminante,
para facilitar sua absor¢éo pelas plantas;

Plantas sdo mais faceis de monitorar do que microrganismos;

Dificuldades de introducdo em areas com
elevadas concentracdes de contaminante;

As propriedades biolégicas e fisicas dos solos sdo mantidas, e muitas vezes,
melhoradas;

O clima e as condicbes edafiticas podem
restringir o crescimento dos vegetais;

Héa incorporacdo de matéria organica ao solo, principalmente quando as plantas
ndo séo retiradas da &rea contaminada;

Possibilidade da introducdo do contaminante na
cadeia trofica;

Ha fixacdo de nitrogénio atmosférico, no caso de legumionosas;

Plantas ajudam no controle da erosao;

Dispensa escavacodes e transporte de material contaminado, evitando o risco de
contaminacdes secundarias (acidentais) e assegurando a saude do manipulador;

Nos casos em que ocorre a acumulacdo de
compostos téxicos ndo metabolizaveis, ha
necessidade de disposi¢cdo da biomassa vegetal
produzida;

Soma créditos de carbono;

O sistema radicular reduz o carreamento dos contaminantes para o lencol freatico
e, por conseguinte para lagos e rios;

Os estudos se encontram em uma fase muito
prematura e ainda existe uma grande
dificuldade na selecéo de espécies;

Plantas sao, esteticamente, mais favoraveis do que qualquer outra técnica e sua
implementagdo minimiza disturbios ambientais;

Utiliza energia solar;

Apresenta ampla aceitacdo publica pela melhoria da paisagem;

Longo tempo de tratamento;

Fontes: Vose, et al. (2000), Macek (2000); Ribiero (2009).
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2.3.6 Selecao da(s) Espécie(s) Vegetal(is)

Depois de avaliadas todas as caracteristicas climaticas e edafiticas do
local e as peculiaridades do(s) proprio(s) contaminante(s) como, por exemplo,
tipos, concentracdo, distribuicdo espacial, € importante identificar possiveis
fatores que possam intervir negativamente no processo de remediacédo, a fim
de que sejam controlados e minimizados (OLIVEIRA et al., 2006). A partir de
entdo, devem ser estabelecidos os objetivos da recuperacédo, que dependeréo
do uso pretendido para a area, da disponibilidade da tecnologia de
descontaminacéo e dos custos envolvidos. Uma vez estabelecidas todas essas
condicdes, é determinada a espécie vegetal mais adequada aquelas
circunstancias (ANDRADE; TAVARES; MAHLER, 2007).

A selecdo das plantas indicadas para o uso da fitorremediagdo deve
considerar espécies que se mostram efetivas na remediacdo do(s)
contaminante(s) diagnosticado(s). Caso ndo se tenha um elenco vegetal
predeterminado para o projeto, devem-se observar as particularidades do sitio
contaminado o que inclui ndo somente o solo, o clima e a distribuicdo do
poluente, mas também a identificacdo botanica das espécies e/ou
familias/género vegetal que estdo colonizando e se desenvolvendo na area
contaminada. O objetivo € a indicacdo natural das plantas passiveis de serem
utilizadas na sucesséao vegetal da area. Se o sitio contaminado ndo apresenta
recolonizacdo vegetal natural ou possui uma contaminacdo muito recente,
deve-se entdo dar preferéncia as espécies locais, aclimatadas a regido. A
observacdo das espécies vegetais mais sensiveis a contaminagdo e/ou que
sofreram maiores danos morfolégicos deve também ser feita pelo projetista, ja
que esse comportamento (contaminacdo versus vegetacdo local) também
infere importantes informacdes para a escolha de plantas capazes de suportar
a adequada colonizacao do local (ANDRADE; TAVARES; MAHLER, 2007).

Os aspectos fisiologicos inerente ao(s) vegetal(is) escolhidos devem ser
pré-analisados. Entre tais aspectos fisiolégicos, é possivel mencionar a
profundidade alcancada pelas raizes, a taxa de crescimento do vegetal, a
relacdo raiz/parte area, a arquitetura radicular e o habito de crescimento

vegetal.
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De acordo com Andrade, Tavares e Mahler (2007), a taxa de
crescimento da planta deve estar adequada aos objetivos da remediacao.
Dessa forma, para a rizodegradacéo, rizofiltragdo e fitoestabilizagdo, por
exemplo, € desejavel que haja crescimento rapido em termos de profundidade
das raizes, densidade, volume, area de superficie e extenséo lateral. No caso
da fitoextrag@o, um crescimento maior da massa verde é desejavel. As plantas
hiperacumuladoras s&o aptas a concentrar altas taxas de metais, no entanto,
geralmente apresentam crescimento mais lento, o que implica em maior
lentiddo na remocao desses poluentes. Choupos (Populus), por outro lado, tém
sido bastante utilizado em fitorremediacdo de dguas subterraneas em razédo da
sua alta taxa de crescimento, podendo crescer de 2,7 a 4,6 m por ano.

A necessidade do contato do contaminante com a zona de raizes € a
primeira limitacdo da aplicabilidade da fitorremediagdo. Esse contato pode
ocorrer com plantas aptas a estender suas raizes até os contaminantes, ou
com estes movendo-se até a faixa de influéncia do sistema radicular do
vegetal. Tal movimento pode ser facilitado por praticas que utilizam
equipamentos agricolas tradicionais, como aracédo, visando trazer o solo mais
profundo para a superficie, ou por meio de irrigagdo com agua contaminada.
Como essas acdes podem gerar emissfes de compostos organicos volateis, ou
aumentar a contaminacdo no perfil do solo pela maior mobilizacdo do
contaminante, 0s riscos potenciais devem ser avaliados. Outro fator importante
€ a taxa de transpiracdo dos vegetais em técnicas de fitorremediacdo que
envolvam sor¢cdo de contaminantes e controle hidraulico. A taxa de
transpiracdo depende da espécie, idade, massa, tamanho, area superficial das
folhas, estagio de crescimento e fatores climaticos, além de variacdo sazonal.
Embora dependente de todos esses fatores, pode ser feita uma estimativa de
transpiracdo para cada espécie; nesse caso, deve-se fornecer uma ordem de
magnitude. Para espécies de Populus, a transpiracdo é estimada em 98 L por
dia para uma arvore de cinco anos. Arvores salgueiro (Salix nigra e Salix
alaxensis) podem transpirar até 19 mil L, o que € comparavel a alfafa
(Mendicago sativa). Arvores de algoddo (Populus deltéides) transpiram de 190
a 1325 L ao dia (GATLIFF, 1994; GORDON, 1997).
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Testes de fitotoxicidade das espécies aos contaminantes s&o
importantes antes da implantacdo do processo de fitoremediacdo. Para tanto,
geralmente sdo considerados testes de germinacdo e o desenvolvimento
vegetativo (RIBEIRO, 2009).

A selecdo da(s) espécie(s) vegetais deve se fundamentar em
(CUNNINGHAN, 1996; ROGERS et al., 1996; BANUELOS et al., 1997 e 2000;
FRICK; FARREL; GERMIDA, 1999; VOSE et al., 2000):

e Capacidade de absorcdo, concentracdo e/ou metabolizacdo e
toler&ncia ao contaminante;

¢ Retencao do contaminante nas raizes, no caso da fitoestabilizacao;

e Sistema radicular denso e profundo;

¢ Alta taxa de crescimento e producédo de biomassa;

e Capacidade transpiratéria elevada, especialmente para vegetais
perenes;

e F&cil colheita (para os casos de remocdo da planta do sitio
contaminado);

e Elevada taxa de exsudacéo radicular;

¢ Resisténcia a pragas e doencas;

e F&cil aquisicdo ou multiplicacdo dos propagulos;

e Facil controle ou erradicagdo (no caso delas se tornarem “daninhas”);

e Capacidade de desenvolver-se bem em ambientes diversos.

Naturalmente, torna-se dificil reunir todas essas caracteristicas numa sé
planta, porém aquela que for selecionada deve reunir o maior nimero delas.
Outro aspecto a ser observado é que, embora a maioria dos testes avalie
plantas isoladas, varias espécies podem ser usadas em um mesmo local, ou ao
mesmo tempo ou subsequientemente, para remover mais de um contaminante
(MILLER, 1996).

Diversas espécies de plantas sdo promissoras como agentes para
fitorremediacdo. Essas plantas incluem: gramineas, leguminosas, hortalicas,
arvores e diversas outras monocotileddneas e dicotiledéneas (PARRISH et al.,
2006; WHITE, et al., 2006; MERKL;SCHULTZE-KRAFT; ARIAS , 2006).
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Na Tabela 2.4 estdo enumeradas diferentes espécies vegetais usadas

para fitorremediagéo de diferentes ecossistemas, contaminados com 0s mais

diversos tipos de poluentes.

Tabela 2.4: Variedade de vegetais utilizados na fitorremediacao de diferentes
tipos de contaminantes

Vegetal Tipo de Tipo de Matriz /Escala | Referéncia
Contaminante
Plantas aquéticas, canicos e | TCE Aguas Amon et al.,
juncos resistentes ao inverno subterraneas/campo e | 2007
laboratorio
Spartina alterniflora Petréleo Solo/laboratério Viana et al.,
2008
Salix exigua, Populus sp., | HPAs Sedimento/campo e | Euliss et al,
Tripsacum dactyloides, laboratorio 2008
Sagitaria latifolia, Panicum
virgatum e Carex stricta.
Aegiceras corniculatum HPAs Sedimento/laboratério Tam e Wong,
2008
Lolium perene HPAs Solo/laboratério Rezek et al.,
2008
Zostera marina Bifenilas Sedimento/campo Huesemann;
policloradas e Hausmann e
HPAs Fortman,
2009
Solanum nigrum L. Cadmio Solo/campo Jietal, 2011
Avicennia schsueriana HTP Sedimento/laboratério Moreira et
al., 2012
Tricale, Helianthus annuus e | Al, Ni, Zn, Co, | Solo/ campo e | Willscher et
Brassica juncea Uela laboratorio al., 2013
Tomate, girassol, soja, alfafa | DDT Solo/ laboratorio Mitton et al.,
2014
G. pseudochina, C.|Cd Solo/ campo Khakaew e
crepidioides, C. odorata, C. Landrot,

sumatrensis e N. tabacum

2014
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2.4 O GIRASSOL

2.4.1 Aspectos Gerais do Girassol

O girassol (Helianthus annuus L.) teve inicialmente o Peru definido como
seu centro de origem, porém, pesquisas arqueologicas revelaram o uso do
girassol por indios norte-americanos, com pelo menos uma referéncia
indicando o cultivo nos Estados de Arizona e Novo México, por volta de 3000
anos a. C. (SELMECZI-KOVACS, 1975).

Estudos indicam que a domesticagéao do girassol ocorreu principalmente,
na regido do México e sudoeste dos EUA, mas podia ser encontrado por todo
continente americano devido a disseminacao feito por amerindios, os quais
selecionavam plantas com apenas uma haste. Eles usavam as plantas com

propadsitos de alimentacdo, além de medicinais e decorativos.

Chegou a Europa em meados do século XVI, sendo inicialmente
cultivado como planta ornamental. O 6leo da semente de girassol comecou a
ser consumido na Europa, no século XVIII (MANDARINO, 1997).

E uma planta de porte alto e com raizes profundas. Por esse motivo, o
solo para seu plantio deve ser profundo e permeével, para que as raizes nele
penetrem e possam suprir a demanda de nutrientes. E uma planta tolerante as
variacOes climaticas, e as variagdes do solo. Como toda cultura, exige correcéo
de solo e adubacdo, devendo ser dada especial atengdo ao boro,
principalmente em solos arenosos. Os tratos culturais sdo simples e consistem
em capinas e limpeza do terreno, nas primeiras semanas apos o plantio.
Depois disso, o0 proprio girassol faz o servico, pois compete com as invasoras,
mantendo-as sobre controle. Em geral, sao feitas duas capinas superficiais,

durante as duas primeiras semanas, apos o plantio.

O girassol é uma cultura melhoradora da qualidade do solo, porque
promove a ciclagem de nutrientes ao longo do perfil do solo e disponibiliza uma
grande quantidade de nutrientes pela mineralizacdo dos restos culturais,

beneficiando o desenvolvimento e a melhoria do estado nutricional das culturas
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subsequentes (LEITE et al., 2007). Pode ser usado com sucesso ha rotacdo de
culturas, pois diminui a incidéncia de pragas, doencas e ervas daninhas.
Também pode ser incorporado ao solo como adubacgéo verde, pois decompde-
se rapidamente em adubo organico, além de sufocar as ervas invasoras ou

daninhas, dessa forma favorecendo o plantio direto.

Como a semente é pouco afetada por fungos e carunchos, pode ser
armazenada para que o produtor a utilize ao longo do ano. Apesar de ser uma
planta resistente a maioria das pragas, o girassol é sensivel ao ataque das
lagartas que comem as folhas desse vegetal. O controle é feito através do uso
de defensivos (lagarticidas). Dentre as doencas que atacam esta lavoura,
destacam-se a ferrugem e a mancha-de-alternaria, além da podridao-de-
macrophomina (JAYME, 2003).

O girassol apresenta caracteristicas muito especiais no que diz respeito
ao seu potencial para aproveitamento econdémico. Seus principais produtos sédo
o0 Oleo, produzido de suas sementes, e racdo animal. O rendimento € de 1.500
a 3.000 kg de sementes e 30 a 70 t de massa verde por hectare. Cada kg de
sementes rende de 350 a 450 g de Oleo. A composi¢cdo da semente e do Oleo

de girassol esta representada na Tabela 2.5.

Tabela 2.5: Composicdo da semente e do 6leo de girassol

Semente de Girassol Conteudo de acidos graxos no 6leo
Constituinte Teor (%) Acido graxo Teor (%)
Casca 21 -27 Miristico 5-7
Oleo 48 — 53 Palmitico 3-5
Proteinas 14 -19 Esteérico 0,3-0,8
Acucares soluveis 7-9 Araquiddnico 0,6-0,8
Fibras 16 — 27 Oléico 22 -50
Cinzas 2-3 Linoléico 40 -70

Fonte: Prasad (2007).

O dleo dessa oleaginosa também pode ser usado como combustivel.

Experiéncia feita em S&o Paulo mostra que biodiesel € viavel sem
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necessidade de adaptacdo de motores. Tratores e caminhdes da Ataliba
Leonel, uma fazenda de producdo de sementes da Secretaria de Agricultura e
Abastecimento do Estado de S&o Paulo, estdo usando 100% do chamado
biodiesel de girassol em seus motores. Os resultados sdo, até agora, muito
bons. As maquinas apresentam um rendimento 10% maior por litro consumido
em relacdo ao diesel convencional e ndo ha sinais de desgaste, além do
normal nos equipamentos. Considerando-se o0 aproveitamento da torta
resultante da prensagem, o custo do biodiesel de girassol chega a ser até 20%
menor que o do derivado de petroleo. Tem-se, também, de considerar o ganho
ambiental, pois o 6leo de girassol ndo tem componentes de chumbo e enxofre

que poluem a natureza, como o diesel proveniente do petréleo (JAYME, 2007).

A obtencdo do 6leo virgem (6leo puro, sem nenhum aditivo) se da
através da prensagem das sementes, que é feita a frio, sem uso de solventes.
Para melhorar ainda mais o rendimento no motor é feita a retirada da glicerina,
um dos componentes do 6leo de girassol, através da adi¢do de etanol e de um
catalisador. Segundo experimentos de pesquisadores da UNICAMP e do ITAL
(Instituto de tecnologia em Alimentos), o 6leo de girassol quando submetido a
transesterificacdo por via etilica obtém um rendimento em biodiesel de cerca de
70% (SILVA, 2012).

A torta que sobra da moagem é um componente de alto teor nutritivo
para racfes animais. Sao 24% de pura proteina. E os restos da cultura podem
ser utilizados para silagem (JAYME, 2007).

2.4.2 Uso do Girassol na Fitorremediacao

A fitorremediacdo vem sendo estudada como alternativa para
recuperagcdo de areas contaminadas por petroleo e seus derivados e dentro
dessa linha de pesquisa, muitas gramineas, arbustos e arvores ja foram
estudadas quanto a capacidade de remediar ambientes contaminados com
petréleo e seus derivados. Uma possibilidade interessante é o uso de plantas
com conhecida capacidade para producao de biodiesel na descontaminacao de
solos impactados, uma vez que, poderdo, ao final do processo de

descontaminacdo do solo, ser inseridas no ciclo do combustivel, para co-
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geracdo de energia. O girassol é uma dessas oleaginosas que vem sendo

utilizada na fitorremediacéo de sitios contaminados por metais pesados.

Em varios paises, trabalhos vém sendo realizados para o tratamento de
areas impactadas utilizando o potencial fitorremediador do girassol (Tabela 2.6)
(LIPHADZI et al.,, 2003; RODRIGUEZ et al., 2006; SHARMA et al., 2006;
SISTANI; NOVAK, 2006). De acordo com trabalho publicado por Dushenkov et
al. (1997), o custo referente ao tratamento em sistema hidropénico com
girassol varia em torno de US$ 4,00 a US$6,00 para cada 3,8 m® de agua
contaminada com uranio. Ainda de acordo com os autores, plantas de girassol
com 4 semanas de idade foram capazes de remover mais de 95% do uranio

em 24 horas.

Tabela 2.6: Trabalhos em que o girassol foi usado para

descontaminacédo de diferentes matrizes

Estudos em Laboratério ou em Campo Referéncia

Absorcdo e translocacdo de plutdbnio em sistema | Lee et al., 2002b

hidropbnico

137

Absorc¢ao de Cs Soudek; Tyvka e

Vanek, 2004

Efeito da adicAdo de EDTA e 4&cido citrico
fitorremediacdo de Cd, Cr e Ni

na | Turgut et al., 2004

Fitoextracdo de uranio e radio em sistema hidropénico Rodriguez et al.,

2006
Fitorremediacdo de Cd, Cr, Ni, As e Fe em sistema | January et al.,
hidropdnico 2008
Fitoextragdo de As, Cd, Cr e Ni em sistema hidroponico Keule; Wei e
Cutright, 2008
Efeito adicdo de nutrientes e EDTA na fitoextragdo de | Lin et al., 2009
chumbo
Efeito da adicdo de EDTA no acumulo de Cd Meighan et al,
2011
Efeito rizosfera na biodegradacéo de HPAs Tejeda-Agredano
et al., 2012

Efeito da micorrizagcdo arbuscular na fitorremediacdo de
cadmio

Hassan; Hijri; St-
Arnaud, 2013

Efeito da inoculacdo de bactérias PGPR na

fitorremediacdo de zinco e cadmio

Marques et al,

2013

Entretanto, a maioria desses trabalhos destaca o uso de girassol na

descontaminacdo de solos impactados com o0s mais diversos compostos
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inorganicos, como uranio, selénio, pluténio, cadmio, cromo, cobre, césio, entre
outros. E poucos trabalhos relatam o uso dessa planta na fitorremediagao de
poluentes organicos. Tejeda-Agredano et al. (2012) observaram o perfil
molecular da comunidade rizosférica de plantas de girassol e sua participacao
na fitorremediacdo de seis HPAs contidos no solo, na concentracao inicial de
21,75+0,9 mg/kg (X6HPAS). A concentragédo de HPAs reduziu 93%, em 90 dias,
na presencga de girassol, enquanto na auséncia da planta essa reducgé&o foi de
77%.
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

3.1SOLO

Neste estudo foi utilizado solo de um sistema Landfarming de uma
refinaria de petréleo, constituido por trés células de 100 m por 50 m cada, e 1
m de profundidade, conforme ilustrado na Figura 3.1. Essas células recebem,
uma de cada vez, o descarte de residuos oleosos e lodo biolégico contaminado
com 6leo gerado pela estacéo de tratamento de efluentes industriais (ETDI) da
refinaria. Neste estudo, tanto as coletas de solo para os ensaios de laboratdério
quanto os ensaios em campo foram realizados na mesma célula, conforme

indicado na figura.



MARTINS, C.D.C MATERIAIS E METODOS 59

Figura 3.1: Foto de satélite das trés células do sistema Landfarming com a
demarcacdo da célula onde foram realizadas as coletas e 0s ensaios em

campo (Site 2).

3.1.1 Amostragem e Caracterizagdo do Solo

Foram feitas trés coletas do solo, em trés momentos distintos, na célula
demarcada na Figura 3.1. Em cada uma dessas coletas foram determinados os
seguintes parametros:

e Julho/ 2008 — granulometria, fisico-quimicos, quimicos e microbiolégicos;

e Maio/ 2009 - fisico-quimicos, quimicos e microbiol6gicos;

e Junho/ 2011 - fisico-quimicos, quimicos e microbioldgicos.

Os dados obtidos na caracterizacdo de cada uma das trés diferentes
amostras de solo foram utilizados como parametros iniciais para cada uma das
trés etapas experimentais realizadas.

Em cada momento de amostragem, foi coletado solo em quantidade
suficiente para realizacdo dos experimentos em laboratério, acondicionadas em
tambores para transporte e foi utilizado para as trés diferentes etapas
experimentais.

Foram feitas amostragens, em pelo menos trés pontos distintos,
coletando amostras de solo da camada reativa do Landfarming, ou seja nos
primeiros 30 cm de profundidade, totalizando cerca de 5 kg de solo. As
amostras foram devidamente acondicionadas, identificadas e transportadas
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para o laboratério, onde foram homogeneizadas de modo a obter amostras
representativas. Posteriormente, as amostras foram enviadas para
caracterizagao fisico-quimica e granulométrica, em laboratorios especializados,
segundo metodologias referendadas na Tabela 3.1.

Também foram feitas cinco coletas em frascos estéreis, com auxilio de
espatulas esterilizadas, a fim de realizar as analises microbiologicas. Neste
caso, as amostras, imediatamente apds a coleta, foram rotuladas e
acondicionadas em isopor contendo gelo quimico a fim de manté-las
refrigeradas durante o transporte. O tempo entre as coletas e o processamento
microbiologico das amostras foi de aproximadamente 24 horas. As analises
microbiolégicas contemplaram as populacées cultivAveis conforme apresentado
na Tabela 3.1.

No laboratério de Microbiologia Industrial da Escola de Quimica (UFRJ),
foram realizadas as analises microbiolégicas, segundo metodologias
especificas. Ainda no laboratério, as amostras de solo foram devidamente
tanizadas e quarteadas e, posteriormente, enviadas para caracterizacao fisico-
quimica e granulométrica, em laboratérios especializados. Na Tabela 3.1 séo
enumeradas as metodologias analiticas realizadas e as respectivas

referéncias.

Tabela 3.1: Analises realizadas nas amostras de solo

Parametro Metodologia analitica
Composicéo Granulométrica - ABNT-NBR 7181 (1984)
Matéria organica WALKEY e BLACK (1934)
Capacidade de Campo™? WATWOOD, WHITE e DAHN (1991)
Fosforo USEPA 365.2 (1971)
Nitrogénio USEPA 351.2 (1983)

pH USEPA 9040C (SW-846, 1986)
Umidade Secagem em balanga por infravermelho
TPH™ USEPA 8015B (1996)

HPA™ USEPA 8270 C (1996)
Elementos pesados > USEPA 6010C (1996)
Bactérias Aerdbias Totais APHA (2005)

Bactérias Degradadoras de VOLPON; VITAL e CASELLA (1998)
Hidrocarbonetos

Fungos Totais APHA (2005)

*1 Laboratério de mecanica dos solos — COPPE/UFRJ
*2 EMBRAPA SOLOS - Rio de Janeiro

*3 Analytical Technology Servicos Analiticos e Ambientais Ltda.
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Simultaneamente as coletas realizadas para caracterizacdo do solo (item
3.1.1), foram feitas retiradas de solo em quantidade suficiente para realizacao
dos experimentos em laboratorio, acondicionadas em tambores para
transporte. No momento do uso, o solo foi devidamente tanizado e quarteado
de acordo com NBR 10.007 (ABNT, 2004).

3.2 VEGETAIS

Foram usados diferentes cultivares de Helianthus annuus, popularmente
conhecido como girassol, disponiveis no mercado para producédo de 6leo. As
sementes dos cultivares, fornecidos por empresas distribuidoras, foram: H2
(Helianthus do Brasil/ Advanta), H3 (Dekalb Ltda.), M (Dinamilho Produtos

Agricolas Ltda., Dow Agrosciences) e P (Nidera Semente Ltda.).

3.3 DESCRICAO DOS LOCAIS DE ENSAIOS

3.3.1 Casa de vegetacao

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacéao, localizada no
espaco interno, entre os blocos E e F do Centro de Tecnologia da UFRJ. A
casa de vegetacdo localiza-se na llha do Funddo (Rio de Janeiro), nas
coordenadas geograficas 22° 51'S e 43° 13'W e sua area é de 24 m?. Na

Figura 3.2, pode-se visualizar a casa de vegetacdo de diferentes angulos.

Figura 3.2: Casa de vegetacado onde os experimentos foram conduzidos.
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De acordo com a classificacdo climatica de Koppen-Geiger (PEEL,
FINLAYSON e MCMAHON, 2007), o clima dessa regido € do tipo Aw (clima
tropical - chuvas no veréo), caracterizado por apresentar temperatura elevada
no verao, inverno seco e precipitacdo anual em torno de 1200 mm,
concentrada de outubro a margco (AGUIAR, 2006).

3.3.2 Em Campo

Os testes em campo foram executados em Landfarming de refinaria
situada no estado de Sao Paulo, cuja vista superior esta apresentada na Figura
3.1

A area dos testes de fitorremediacao se situa no sistema Landfarming da
refinaria. O sistema de Landfarming visa tratamento de residuos contaminados
com hidrocarbonetos de petréleo, por incorporacdo controlada no solo sobre

acao da microbiota nativa do local.

Os testes de fitorremediacao foram realizados na célula demarcada na
Figura 3.1, que para tanto foi previamente capinada e arada para

homogeneizac¢éo e para facilitar o acesso ao local.

3.4 ETAPAS EXPERIMENTAIS

O presente trabalho foi dividido em duas etapas distintas: ensaios em
laboratério (casa de vegetacdo) e em campo (sistema Landfarming). Os
ensaios em laboratério contemplaram a selecdo do cultivar de girassol e
avaliacdo da adicdo de fertilizante e densidade do vegetal no processo de
fitorremediagdo. Posteriormente, os mesmos parametros foram testados em
escala de campo.

Para cada etapa em laboratério foram utilizados solos retirados em
diferentes periodos. Para a selecéo do cultivar de girassol foi utilizado o solo
coletado em julho de 2008. Ja os ensaios referentes a avaliacdo dos
parametros para fitorremediacéo (fertilizacdo e densidade de plantas) do solo

multicontaminado, foi utilizado o solo de maio de 2009.
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A caracterizacdo do solo realizada em 2011 foi utilizada para avaliacéo
dos resultados obtidos na etapa de campo na qual também foram avaliados os
parametros fertilizacdo e densidade de plantas.

3.4.1 Selecao de Cultivar de Helianthus annuus

Nessa etapa, as sementes dos quatro cultivares de girassol foram
plantadas em vasos contendo apenas o0 solo contaminado. Esta etapa foi
realizada com as amostras de solo coletas em 2008. Simultaneamente, para
fins comparativos, as sementes foram cultivadas em solo préprio para plantio
(ensaios controle), obtido no comércio varejista, e, portanto, isento de qualquer
tipo de contaminacao.

Preliminarmente, as sementes de girassol foram ensaiadas quanto a
capacidade de germinacédo no solo contaminado. Para tanto, amostras de 400
sementes de cada cultivar foram distribuidas em 16 repeticfes de 25 sementes
e submetidas ao teste padrdo de germinacédo (BRASIL, 2009).

Para os ensaios de fitorremediacéo, foram utilizados 24 vasos plasticos
de formato conico, de 27 cm de altura e de 22 e 27 cm de didmetros de fundo e
de boca, respectivamente, correspondendo a uma capacidade nominal de 19
litros. Em 12 vasos foi adicionado solo ndo contaminado (ensaios controle) e
nos outros 12, o solo contaminado. Em cada vaso foram adicionados 5 kg de
solo, feitos quatro covas equidistantes e adicionadas 4 sementes por cova.
Quando, pelo menos, uma das plantas em cada cova atingiu 5 cm de altura, foi
feito o desbaste, mantendo apenas uma planta por cova (Figura 3.3). Este

procedimento foi realizado para cada um dos quatro cultivares.
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Figura 3.3: Vaso contendo um individuo de girassol, ap6s o desbaste, com 7

(A) e 21 (B) dias, medindo 7 e 26 cm, respectivamente.

O tempo total de cultivo foi de 40 dias. Nesse periodo, o solo foi apenas
regado, quando necessario, para manter as condi¢cfes ideais de umidade em
torno de 80% da sua capacidade de campo, conforme recomendado pelo Dr.
Daniel Vidal Pérez, Embrapa Solos. As temperaturas médias do solo e do ar no

periodo experimental foram de 29 e 28°C, respectivamente.

Em intervalos de aproximadamente 10 dias de processo foram
determinadas as alturas dos vegetais e, ao final de 40 dias, a massa seca da
biomassa vegetal foi determinada em balanca analitica. O processo de
secagem dos vegetais foi realizado em estufa a 50 °C durante trés dias. A
biomassa vegetal produzida ao longo dos 40 dias de ensaio foi submetida a
analise em relacdo ao seu contetdo de metais pesados (item 3.6.2.1). Todos
0s resultados dos ensaios de fitorremediacdo foram expressos em valores
médios de trés réplicas.

A selecdo do cultivar foi feita com base no acompanhamento do
tamanho das mudas e das analises quimicas de HPAs, HTPs e elementos
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pesados, que foram feitas em amostras dos solos coletadas ao final dos 40
dias de cultivo dos vegetais. Na Figura 3.4 esta apresentado, resumidamente o
esquema experimental utilizado para a etapa de selecdo de cultivar de girassol.

— @ secagem Pesagem e analises
oma uimicas (V, Ni,
b 50°C) ° q - NI,
® iomassa I eR] ! Pb. Cde Co)
W.- —
dias anilises dosolo | Metais (V, Ni, Pb,
. ) | Cde Cu); HTPs;
— solo .B(a),P e
fitorremediado microbiologia

Figura 3.4: Esquema experimental da etapa de selecdo de cultivar de girassol

realizada em casa de vegetacéao.

3.4.2 Efeito da Suplementacdo com Fertilizante e Densidade Populacional

na Fitorremediacao do Solo

Nessa etapa, o cultivar selecionado na etapa anterior foi avaliado quanto
ao desempenho na remocédo de hidrocarbonetos e metais pesados, utilizando
como variaveis numero de individuos por tratamento e teor de fertilizante N:P:K
(10:10:10) da marca Vitaplan (Nutriplast Ind. e Com. Ltda.). Os valores de cada
variavel independente foram definidos através de consulta a literatura
(BAPTISTA, 2007; FEREIRA, 2010). A Tabela 3.2 apresenta as condi¢cbes
experimentais testadas nessa etapa. Para fins  comparativos,
concomitantemente, foram feitos ensaios controle (sem planta): biotico e

abidtico (com adicao de 1g de nitrato de prata/ kg de solo).
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Tabela 3.2: Condicdes experimentais testadas na segunda etapa em casa de

vegetacao
Condicéo Numero de plantas Fertilizante
por vaso (g/kq)

1 1 0

2 5 0

3 1 14

4 5 14
Controle biotico 0 0
Controle abiotico* 0 0

* Nos vasos referentes ao controle abiético foram acrescentados 1 g de nitrato de prata / kg
para inibir a atividade microbiana (MORYIA; MODENA, 2008).

Os experimentos foram realizados em vasos plasticos, jA descritos
anteriormente (item 3.4.1). Foram utilizados um total de 27 vasos, nos quais
foram adicionados 5 kg de solo, onde foram feitos sulcos equidistantes, em
namero de 1 ou 5 (Tabela 3.2), sendo semeadas 4 sementes em cada cova.
Quando, pelo menos, uma das plantas em cada cova atingiu 25 cm de altura,
foi feito o desbaste, mantendo apenas uma planta por cova.

Ao final de 80 dias, foram realizadas determinacées quimicas e
microbiolégicas nas amostras de solo. Assim sendo, para cada condicdo
experimental, apOs retirada das plantas e a devida homogeneizacdo do solo,
foram retiradas amostras para os procedimentos analiticos: concentracdes de
HTPs, HPAs e metais pesados (V, Ni, Cu, Cd e Pb), bem como nimero de
BHT, BDH e fungos.

No final do tratamento, também foram realizadas analises nos tecidos
vegetais. Para tanto, ao final dos ensaios, as plantas foram cortadas na altura
do solo, com auxilio de uma tesoura de jardineiro, para separacdo da parte
aérea. As raizes foram removidas do solo com cuidado para ndo haver perda.
Posteriormente, os tecidos vegetais foram submetidos a secagem em estufa

(60°C) até peso constante, para determinacdo massica.

As biomassas devidamente secas, foram submetidas a analise de HPAs
e metais pesados nos respectivos tecidos vegetais. Para tanto, os tecidos

vegetais foram acondicionadas em freezer para posterior analise (item 3.6.2.1).
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Na Figura 3.5 esta apresentado, resumidamente, o0 esquema
experimental realizado na etapa de avaliacéo do efeito da suplementacdo com
fertilizante e densidade populacional na fitorremediacdo do solo, em casa de

vegetacao.
biomassa . Pesagem e analises
- & 50°C/ 3 d quimicas (V, Ni, Pb,
sccagem Cd, Cu, Zn e Cr)
L]

W
dias

analises do solo Metais (V, N1, Pb, Cd e

i . messssssssmm) | Cu, Zn e Cr); HTPs;

solo HPAs e microbiologia
fitorremediado

Figura 3.5: Esquema experimental da etapa de avaliacdo do efeito da
suplementacdo com fertilizante e densidade populacional na fitorremediacdo do

solo, em casa de vegetacao.

3.4.3. Testes de fitorremediacdo em escala de campo

Os testes em campo foram realizados em uma das células do
Landfarming da refinaria, em area de 200 m?, conforme apontado na Figura
3.1). Antes do inicio dos ensaios, o solo foi desmatado e arado com auxilio de
um trator. Logo a seguir, foram montadas subcélulas de &rea de 1 m? cada,
definidas através de barras retangulares de madeira de 50 cm de comprimento,
gue apoOs serem fincadas ao solo, foram ligadas entre si por fio de nylon,

conforme pode ser visualizado na Figura 3.6.

Em cada subcélula foi feito, diretamente, o plantio das sementes do

vegetal, sem a adocdo de qualquer tipo de prética para ativacdo das mesmas,
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visando a reducédo dos custos para uma futura aplicacdo em escala industrial e
também considerando que os resultados, em escala de laboratorio,
demonstraram que a etapa de ativacdo ndo foi necesséaria. O plantio foi
realizado manualmente, sendo as sementes colocadas em pequenos sulcos de

3 a 5 cm profundidade.

Figura 3.6: Imagens mostrando a area da célula do Landfarming apés aragem,

e as subcélulas de 1 m?de &rea cada, para realizagéo dos testes.
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Foi utilizada uma cultura de girassol (Helianthus annuus L.) H3,
previamente selecionada nos testes de laboratério. Nos testes em campo foram
estudadas as variaveis densidade de vegetal e fertilizagdo, que se mostraram
de relevancia nos ensaios de laboratério (casa de vegetacdo). Para tanto,
foram empregados cultivos com 5 e 9 individuos por metro quadrado, e adicao
ou nao de fertilizante mineral misto, N:P:K (10-10-10) da marca Vitaplan
(Nutriplast Ind. e Com. Ltda.), na concentracdo de 7 g/kg de solo, conforme

apresentado na Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Condi¢des experimentais empregadas nos testes de

fitorremediacéo realizados em campo

Densidade de

Exp. Sigla Fertilizante* semeadura
(nimero/m?)
1 5SF Sem 5
2 9SF Sem 9
3 5F Com 5
4 oF Com 9
Controle CSF Sem -
Controle CF Com -

*N:P:K (10:10:10) 7 g /kg de solo.

O plantio das sementes foi feito diretamente em covas, sendo plantadas
seis unidades por cova. Quando, pelo menos, uma das plantas em cada cova
atingiu 25 cm de altura, foi feito o desbaste, mantendo apenas uma planta por

cova.

Foram feitas trés semeaduras, no periodo de setembro a outubro de
2011. A duracédo dos ensaios realizados em campo teve como base o tempo
para o vegetal atingir a inflorescéncia (botdes), 90 dias.

Ao final do processo, amostras representativas de solo foram
encaminhadas ao laboratério para determinacéo das populagdes microbianas,
metais pesados, HPAs e HTPs. Adicionalmente, amostras do tecido vegetal

produzido foram secas em estufa (60°C), até atingirem massa constante, sendo
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a seguir analisadas quanto ao seu conteudo de HPAs e HTPs nas diferentes

partes vegetais (raizes, caules, folhas e flores).

Na Figura 3.7 estd apresentado, resumidamente, 0 esquema

experimental realizado na etapa de fitorremediagdo em campo.

Metais e HPAS
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(] o @ © e 50°C/3d
2] @ 0 g
e e [ Vo
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(com e sem fertilizante)  (com e sem fertilizants)

". SeBaIacﬁo e I
. e v Raizes
90 dlasl i “

Metais (Hg, Ni, Pb,
Cu, Zn e Cr); HTPs;

coleta . I HPAs ¢
solo microbiologia
fitorremediado

Figura 3.7: Esquema experimental da etapa de avaliagdo do efeito da
suplementacdo com fertilizante e densidade populacional na fitorremediacéo do

solo, em casa de vegetacao.

3.5 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente para, dentre outras
vantagens, permitir a atenuacdo dos erros experimentais e assegurar a

representatividade dos resultados levantados.

Os dados obtidos foram submetidos ao Teste de Médias de Tukey

(p>0,05) a fim de verificar a diferenca entre as condigcbes empregadas em cada
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etapa. Para tanto, foi utilizado o software STATISTICA (versao 7.0,
STATSOFT, USA).

3.6 METODOS ANALITICOS

3.6.1 Caracterizacdo do Solo

3.6.1.1 Composicdo Granulométrica

As andlises granulométricas foram gentilmente realizadas pela Dra.
Maria Cristina Moreira Alves (Laboratério de Mecéanica dos Solos/UFRJ) e
seguiram a norma ABNT-NBR 7181 (1984). O solo proveniente do Sistema
Landfarming foi submetido a secagem ao ar e os torrdes formados foram
destorroados em almofariz. Em seguida, foi realizado o peneiramento em
peneira de malha de 2 mm (peneira n° 10). Os solidos foram suspensos em
solucdo de ortofosfato de soédio e a sedimentacdo foi acompanhada para

determinacao das fracdes granulométricas.

3.6.1.2 Matéria Orgéanica

O teor de matéria organica presente nas amostras de solo foi
determinado de acordo com o método de Walkey e Black (1934), que consiste
num procedimento indireto por meio do qual se determina o teor de carbono da
matéria organica. Esta quantificacdo foi realizada por combustdo Umida,
empregando-se o &cido crdmico como oxidante (resultante da reagdo do
dicromato de potassio com o &cido sulfurico).

O dicromato de potéassio residual, que permanece apos a reacao de
oxidacéo, foi titulado com uma solucéo de sulfato ferroso 0,5 N. Segundo a
metodologia, 77% do carbono total da matéria organica é oxidado nas
condi¢Bes do ensaio, obtendo-se uma aproximagéo aceitavel do contetudo de
carbono organico no solo. Para a conversdo de matéria organica a carbono,

considera-se que 58% da matéria organica € formada por carbono organico
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(JARAMILLO, 1996). Um ensaio em branco foi feito sem a adicdo de solo, para
se descontar qualquer carbono organico presente nos reagentes.
O calculo do teor de matéria organica (% p/p) das amostras de solo foi

realizado segundo a Equacéao 3.1.

Vamos ra
%Mozvdicromato *(1_(V t JJ* K (Equa(;éo 31)
branco

Onde:
%MO = teor de matéria organica

Vdicromato = VOlume de dicromato de potassio utilizado [mL]

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

Viranco = Volume de sulfato ferroso 0,5 N utilizado na titulagéo do
branco [mL]

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

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

Sendo que: N = normalidade da solucéo de dicromato de potassio

0,003 = miliequivalente grama do carbono
m = massa da amostra de solo [g]
0,77 = fator de converséao (77% do carbono total da matéria

organica é oxidado)

3.6.1.3 Capacidade de Campo

O ensaio foi realizado segundo metodologia descrita por Watwood,
White e Dahn (1991). Para tal foi pesada, em uma proveta, uma determinada
guantidade de solo, de forma que se forme uma pequena coluna. Adiciona-se
agua ao solo, gotejando, até que toda a coluna de solo seja percolada
chegando a agua ao fundo da proveta — condicao de saturacdo. Apos pesagem

(Msaturada), O Sistema foi acondicionado por 24 horas em estufa a 110°C. Apos a
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secagem do material, o sistema foi novamente pesado (Mseco) € Sua

capacidade de campo determinada através da Equagéo 3.2.

Miisema — Mseco
CC= (—t J*lOO (Equacéo 3.2)

ml]mido

Onde:

C.C = capacidade de campo [%]
Mumido = Massa do solo antes de se adicionar agua [g]
Msistema = Massa do solo apos adigédo da agua [g]

Mseco = Massa do solo apos 24 horas a 110°C [g]

3.6.1.4 Fosforo

O teor de fosforo total foi medido segundo metodologia descrita por
USEPA 365.2 (1991). Para tanto foram pesadas 13 gramas de solo
adicionando-se 91 mL de solucédo extratora, contendo fluoreto de aménio 1 N
em solucao acida diluida (HCI). Este procedimento tem por finalidade extrair do
solo as formas de fésforo facilmente soldveis em meio acido, assim como
grande parte dos fosfatos de calcio e uma fracdo dos fosfatos de aluminio e
ferro devido a formacdo de complexos com o0s ions metalicos quando se
encontram em solucdo acida. Em geral, esse método permite a obtencédo de
bons resultados em solos A&cidos, neutros e ligeiramente alcalinos
(JARAMILLO, 1996).

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

foi calculado de acordo com a Equacéo 3.3.
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P — Cextrato *Vextratora -
m._. *1.000 (Equacéo 3.3)

solo

Onde:

P = teor de fésforo no solo [g/Kg]

Cextrato = CONcentracao de fosforo total [mg/L]
Vextratora = VOlume utilizado da solugéo extratora [mL]
Msolo = Massa de solo [g]

1000 = fator de conversao

3.6.1.5 Nitrogénio

A determinacdo de nitrogénio nas amostras de solo foi feita pelo
método descrito por USEPA 351.2 (1983). Esse método consiste em uma
modificacdo do método de Kjeldahl para que a analise inclua os nitratos
presentes na amostra. Através deste ensaio, 0 nitrogénio organico e os nitratos
sdo convertidos a sulfato de amonio, destilados e coletados em &acido barico.
Em seguida, procedeu-se a titulacdo com solugcéo de HCI 0,1 N, utilizando-se
vermelho de metila como indicador. Um ensaio em branco, sem adi¢céo de solo,
foi feito para eliminar a possivel interferéncia causada pela presenca de
nitrogénio nos reagentes utilizados.

O teor de nitrogénio foi calculado de acordo com a Equagéo 3.4.

amostra V branco
~ VHcCI

Vv
%N = (— )*0,1*14

(Equacéo 3.4)

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

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

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

1,4 = fator de conversao
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3.6.1.6 pH

O pH do solo foi determinado através do método potenciométrico
conforme descrito em USEPA (1986), utilizando-se um medidor de pH
(QUIMIS), previamente calibrado com solucdo tampédo (pH 7,0 e 4,0). Essa
técnica permite a dosagem do pH real do solo. Para tanto, utilizou-se agua
destilada (método 9040C).

3.6.1.7 Umidade

A determinacao do teor de umidade total foi realizada através de método
gravimétrico, empregando-se a balanca V2000 Gehaka, que utiliza um sistema
de secagem por infravermelho e fornece automaticamente o teor de &agua

presente na amostra.

3.6.1.8 Hidrocarbonetos Totais do Petroleo (HTP’s)

Uma aliquota de 50 g do solo foi submetida a extracdo com cloreto de
metileno seco, grau pesticida, utilizando ultrassom, conforme preconizado no
método EPA 3550 C (USEPA, 1996). O solvente foi extraido do extrato usando
fluxo de nitrogénio a 40°C empregando concentrador TurboVap Il. Previamente
as determinacfes cromatograficas o extrato foi submetido ao processo de
clean-up em coluna de silica gel ativada, conforme EPA 3630C (USEPA, 1996).

O TPH do solo foi determinado por meio de cromatografia a gas,
equipado com detector de ionizacdo de chama de acordo com o método EPA
8015B (USEPA, 1996), empregando um equipamento Shimadzu Europe
(modelo QP5050A) equipado com uma coluna Valcobond VB-5 (30 m x 0.25
mm x 0.25). A integracdo dos sinais foi executada de forma a considerar a
fracdo na faixa da gasolina, querosene, diesel e 6leo diesel, assim como a
mistura complexa néo resolvida (MCNR). Antes da quantificacdo, as amostras
foram fortificadas com 2-fluorobisfenil e terfenil-d14 parra auxiliar nos céalculos
de fator de recuperacao. Os padrdes internos usados foram Cyo-ds2 € Ca4-dsp.
Os limites de deteccéo e de quantificacdo foram 23148 e 69444 ug/kg de solo,

respectivamente.
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3.6.1.9 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA’s)

A analise dos 16 hidrocarbonetos poliaromaticos (HPA'’s) foi realizada
pelo laboratério Analytical Technology Servicos Analiticos e Ambientais Ltda. A
concentracdo de naftaleno, acenaftilieno, acenafteno, fluoreno, fenantreno,
antraceno, fluoranteno, pireno, benzo[a]antraceno, criseno,
benzo[K]fluoranteno, benzo[a]pireno, indeno[1,2,3-cd]pireno,
dibenzo[a,h]antraceno e benzo[ghi]perileno no extrato organico obtido
conforme exposto no item anterior, por meio de cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas, de acordo com o método EPA 8270C (1996). Foi
empregado um cromatégrafo Thermo Finnigan (modelo Focus GC), equipado
com uma coluna RTX-5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 pym), acoplado a um
Espectrébmetro de Massas Thermo Finnigan (modelo Focus DSQ).
Hidrocarbonetos policiclicos arométicos deuterados (naftaleno-d8, acenafteno-
d10, fenantreno-d10, criseno-d12, e perileno-d12) foram usados como padrdes
internos. Na Tabela 3.4 estdo apresentados os 16 HPAs prioritarios segundo a

USEPA, assim como a classificacdo quanto a sua carcinogenicidade.

Tabela 3.4: Lista dos 16 HPAs prioritarios listados pela EPA, estrutura e

classificacdo quanto a sua carcinogenicidade.

HPA Formula Estrutura Numero | IARC
de anéis

Naftaleno CioHs 2 3

Acenaftileno Ci2Hs ‘

Fluoreno CisH1o 3 3
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Acenafteno C12H1o 3 3
Antraceno C14H10 3 3
Fenantreno Ci4H10 3 3
Criseno CigH12 4 22
Pireno Ci6H10 4 3
Fluoranteno CisH10 4 2B
Benzo(a)antraceno CigH12 4 2B
Benzo(a)pireno CooH12 5 3
Benzo(b)fluoranteno CooH12 5 22
Benzo(k)fluoranteno CooH12 5 2B
Dibenzo(a,h)antraceno | C.Hia 5 28
Benzo(g,h,i)perileno CaoHi2 6 3
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Indeno(1,2,3,c,d)pireno | CyoHi» ‘ 6 3

IARC: International Agency for Research on Cancer; 2A: provavel
carcinogénicos para humanos — limitada evidéncia em humanos e suficientes
em animais; 2B: possivel carcinogénico para humanos — limitada evidéncia em
humanos insuficiente para animais; 3: ndo € classificado como carcinogénico

para humanos.

3.6.1.10 Elementos Pesados

A concentragdo de metais pesados no solo foi determinada por
espectrometria utilizando metodologia descrita em USEPA 6010C (1996).
Previamente, foi realizada a digestdo em meio acido, em micro-ondas, de
acordo com método USEPA 3051A (1996). A Tabela 3.5 apresenta os
elementos pesados determinados, com os respectivos limites de deteccéo e de

quantificacao.

Tabela 3.5: Compostos inorganicos determinados segundo USEPA 6010C
(1996), com os respectivos limites de deteccado e de quantificagdo em mg/kg de

solo.
Composto LD LQ
Cadmio Total 0,556 1,67
Chumbo Total 2,78 8,33
Cobre Total 0,278 0,833
Niquel Total 0,694 2,08
Vanadio Total 0,139 0,417

LD: Limite de deteccao; DQ: Limite de quantificacao.

3.6.1.11 Bactérias Aerdbias Totais

A avaliagdo da concentragdo de bactérias heterotroficas totais nas
amostras de solo foi feita pelo método do espalhamento em profundidade (pour
plate method) (APHA, 2005). Para tanto, uma amostra inicial de solo (10 g) foi
adicionada a uma Erlenmayer contendo 90 mL de uma soluc¢do salina (0,85%
NaCl) e colocada sob agitagdo por 30 minutos para a extragdo das bactérias
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presentes. Em seguida, com o sobrenadante, foram preparadas diluicbes em
solucao salina (0,85% NaCl) variando de 10" a 10”7 e, a partir de cada diluicao,
aliguotas de 1 mL foram transferidas para placas de Petri. Posteriormente, foi
adicionado as placas, meio de cultura agar nutriente e efetuada uma
homogeneizacdo das placas. Apds solidificacdo do meio, as placas foram
incubadas a 30°C durante 48 horas e apds este periodo, as colénias foram
contadas e os resultados expressos em UFC (unidade formadora de colGnia)
por grama de solo seco. Na Tabela 3.6 é apresentada a composi¢cdo do meio
de cultura.

Tabela 3.6: Composi¢céo do Meio Agar Nutriente

Componentes Quantidade (g/L)
Peptona de carne 5
Extrato de carne 3
Glicose 5
Agar-agar 30

PHinicial = 7,0%0,2.

3.6.1.12 Bactérias Degradadoras de Hidrocarbonetos

A contagem de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos foi
realizada através da técnica do Numero Mais Provavel (NMP) (VOLPON;
VITAL; CASELA, 1998). Para esse procedimento também foram reparadas
diluicdes de 10™ até 107 em solucdo salina (NaCl 0,85%) e, de cada uma
delas, foi transferida uma aliquota de 0,1 mL para 5 po¢os de uma microplaca
com 24 pogos, contendo 1,7 mL de meio mineral Bushnell Haas, cuja
composicdo se encontra na Tabela 3.7, e 5 uL de 6leo. As placas foram, em
seguida, incubadas a 30°C durante 7 dias e o0 crescimento avaliado
visualmente. Ao se observar alguma modificagdo em relacdo ao teste em
branco, considera-se o teste como positivo. Os resultados foram expressos em
NMP/g de solo seco. O teste em branco consiste da adicdo de meio estéril a 4
pocos da placa, seguido da adicdo do 6leo também estéril. Dessa forma, pode-
se descontar qualquer efeito que ndo seja causado pela presenca dos

microrganismos a serem quantificados.
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Tabela 3.7: Composicédo do Meio Mineral Bushnell Haas

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

Fonte: SIGMA, 1997.
A Figura 3.8 mostra a imagem dos pocos utilizados para realizacdo dos
ensaios para determinacdo do numero de bactérias degradadoras de

hidrocarbonetos. A contagem se d& através da observacdo da alteracao no

6leo, é possivel observar, na figura, que foi notéria nas diluicdes de 102 e 1073,

' &
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Figura 3.8: Exemplo da alteragéo ocorrida na camada de 0leo, apos de 7 dias
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de incubacdo. O controle representa auséncia de inéculo e os demais pogos
receberam 0,1 ml de inéculo previamente diluido de 10 a 10 Todas as

diluicbes sao realizados em triplicata.

3.6.1.13 Fungos Totais

Para determinacdo da concentracdo de fungos nas amostras de solo foi

realizado o mesmo método descrito para as bactérias heterotréficas totais,
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entretanto, o meio de cultura utilizado para crescimento desse grupo
microbiano foi a gelose saboraud (Tabela 3.8), adicionado de cloranfenicol (50
ppm) (APHA, 2005). As placas foram incubadas a 30°C durante 72 horas e
apos este periodo, as colbnias foram contadas e 0s resultados expressos em

UFC (unidade formadora de col6nia) por grama de solo seco

Tabela 3.8: Composicéo do Meio Gelose Saboraud

Componentes Quantidade (g/L)
Peptona de carne 10
Glicose 20
Agar-agar 17

PHinicial = 5,6%0,2.

3.6.2 Caracterizacdo dos Vegetais

3.6.2.1 Andlises Quimicas nos Tecidos Vegetais

Apos o0 término dos ensaios, 0S vegetais retirados dos vasos
correspondentes a cada tratamento, foram submetidos & analises quimicas de
HPA’s e metais pesados. O objetivo dessa etapa experimental &€ separar as
diferentes partes do vegetal (raizes, folhas e caules) para se determinar a

distribuicdo dos contaminantes nas partes do vegetal.

O conteudo de metais na biomassa vegetal foi determinado pela
metodologia descrita por USEPA 6010C (1996). Previamente, o material
vegetal foi seco em estufa a 60°C, triturado em moinho de porcelana e
submetido a digestdo acida, em micro-ondas (USEPA 3051B, 1996) e entédo

submetido a espectrometria de absorcao atomica.

Para determinacdo do conteudo de HPAs na biomassa vegetal, uma
amostra representativa de tecido vegetal foi cominuida em almofariz e pistilo de
porcelana juntamente com gelo seco, para evitar perdas a atmosfera, dado o

carater semi-volatii dos HPAs. Posteriormente, foi utilizada a metodologia
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USEPA 3550B (1996), para obtencdo dos extratos organicos através de
ultrassom. Em seguida, foi feita a determinacédo dos HPAs por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa, empregando a metodologia
descrita por USEPA 8270C (1996).

3.6.2.2 Determinacao Massica das Plantas

Depois de se retirar o solo das raizes, as partes aérea e radicular das
plantas foram lavadas, devidamente identificadas e secadas em estufa a 60°C

até atingirem peso constante.



MARTINS, C.D.C. RESULTADOS E DISCUSSAO 83

CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacéo do Solo

Os testes para biotratamento de solos multicontaminados envolveram
primeiramente a caracterizacdo granulométrica, fisico-quimica, quimica e
microbiolégica do ecossistema, de modo a permitir a definicdo do tipo de
tratamento mais adequado (SABATE; VINAS; SOLANAS, 2004).

A Figura 4.1 apresenta a curva granulométrica da amostra de solo,
procedente de sistema Landfarming, coletada em julho de 2008. Os dados

correspondentes a cada fracao textural estdo apresentados na Tabela 4.1.

Devido ao seu elevado teor de particulas de areia, aproximadamente 50%,
0 solo pode ser classificado como franco-arenoso, segundo ABNT NBR
6502/95 (1995). Essa classificacdo corrobora aquela obtida de acordo com o
Sistema Unificado de Classificacdo de Solos (USCS), GM — Areia siltosa.
Ressalta-se ainda, o alto teor de finos do solo (argila e silte), totalizando 35%, o
que pode favorecer fenémenos superficiais de retencdo de contaminantes

hidrofébicos, como HPA e também a adsorcdo de elementos quimicos,
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principalmente os metais pesados por complexacdo com 0S grupamentos

hidroxila dos filossilicatos®.

Em geral, os solos arenosos, por causa da reduzida superficie especifica
das particulas de areiae suasfracas interacées de coesdo e adesdo entre si,
apresentam alta permeabilidade a agua e porosidade, quando comparados aos
solos argilosos ou siltosos (OLIVEIRA, 2008). No entanto, o solo desse estudo,
devido a presenca de elevado conteldo de matéria orgéanica, face ao despejo
periodico de lodo da estacéo de tratamento da refinaria, pode sofrer alteracdes
do perfil tipico de permeabilidade a 4gua. Ressalte-se que, em solos, a agua é
0 meio que possibilita a mobilidade dos microrganismos, facilita ou restringe
transferéncia de massa de nutrientes e excretas celulares, além de também
atuar no processo de biodisponibilidade do oxigénio proveniente do ar

atmosférico.
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Figura 4.1: Curva granulométrica do solo de Landfarming coletado em julho de
2008.

! Os filossilicatosconstituem um grupo de minerais, com grande importancia para a geologia,
pedologia e para a industria. S&o constituintes essenciais de muitas rochas metamorficas,
magmaticas, sedimentares e dos solos. Resultam de processos metamorficos, magmaticos,
hidrotermais, diageneticos e intempéricos, sendo usada na inddstria como carga, matéria-prima
para cerdmica, desodorizantes etc (MELO; ALLEONI, 2009).
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Tabela 4.1: Composicéo granulométrica (%) (ABNT NBR 6502/95)

: . Areia
Argila Silte Fina  Média _ Grossa Pedregulho
2 33 23 18 11 13

As Tabelas 4.2 a 4.4 apresentam o0s resultados referentes a
caracterizacdo quimica, fisico-quimica e microbiologica, respectivamente, de

amostras de solo coletadas, em trés diferentes épocas.

Tabela 4.2: Analises quimicas das amostras de solo de Landfarming e valores
de referéncia de qualidade de solo (valores expressos em miligrama do analito

por quilo de solo)

Ano Legislacao
Parametro 2008 2009 2011 LH* BR*
Resultado S T I Ind
V total 180 142 4 - - - 1000
Ni total 109 76 295 35 123 210 130
Cd total 3 ALD 10 0,8 6,4 12,0 20
Cr total ND 76 66 100 240 380 400
Cu total 685 526 500 36 113 190 600
Pb total 528 150 586 85 308 530 900
Hg total ALD 9 7 0,3 5,2 10 70
Zn total ND 1272 1690 140 430 720 2000
P 200 200 200 - - - -
N 5200 4900 3600 - - - -
Matéria Organica 129000 99000 129000 - - - -
Benzo(a)pireno 3 2 1 - - - 3,5
HPA'’s Totais** 6 15 7 1,0 20,5 40,0 -
HTP’s 8880 5500 2595 50 2525,0 5000 -

*Valores de referéncia (S), de alerta (T), de intervencéo (I) e (Ind) industrial para solos
segundo Legislacdo holandesa (LH) e Resolucdo CONAMA 420/2009 (BR) ; ** Soma
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dos 10 HPAs prioritarios segundo a Legislacdo holandesa; ALD — abaixo do limite de

deteccédo; ND — ndo determinado, (-) ndo estabelecido pela legislagao.

Tabela 4.3: Analises fisico-quimicas das amostras de solo de Landfarming

Ano Legislacéo
Parametro 2008 2009 2011 LH* BR*
Resultados S T I Ind
pH 7 7 7 - - ; ;
Umidade (%) 26 36 38 - - - -
CC (%) 29 30 31 - - - -

*Valores de referéncia (S), de alerta (T), de intervencéo (I) e (Ind) industrial para solos
segundo Legislacdo holandesa (LH) e Resolugdo CONAMA 420/2009 (BR) ; ** Soma
dos 10 HPAs prioritarios segundo a Legislacdo holandesa; (-) ndo estabelecido pela

legislacdo.

Tabela 4.4: Andlises microbiol6gicas das amostras de solo de Landfarming

Ano Legislacao
Parametro 2008 2009 2011 LH* BR*
Resultados S T I Ind
BHT (UFC/g) 2 x 10’ 4x108 gx10®° - - - -
FT (UFC/g) 9 x 10* 4 x10° 8x10° - - - -
BDH (NMP/g) 1 x 10’ 3x10° 2x10° - - - -

*Valores de referéncia (S), de alerta (T), de intervencédo (I) e (Ind) industrial para solos
segundo Legislacdo holandesa (LH) e Resolucdo CONAMA 420/2009 (BR) ; ** Soma
dos 10 HPAs prioritarios segundo a Legislacdo holandesa; (-) ndo estabelecido pela
legislacao; Bactérias Heterotréficas Totais (BHT); Fungos Totais (FT) e Bactérias

Degradadoras de Hidrocrarbonetos (BDH).

As quantidades de fésforo e nitrogénio no solo também foram
determinadas nas trés amostras (Tabela 4.2). A presenca desses
macronutrientes é fundamental para o desenvolvimento vegetal, em particular,

para o girassol que € uma planta que absorve maior quantidade de
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macronutrientes em comparagdo com outras culturas de grdos como a soja, 0
milho e o trigo (ROSSI, 1991; SFREDO; CAMPO; SARRUGE,1984).

Analisando ainda a Tabela 4.2, observa-se que a quantidade de
nitrogénio variou de 3,6 a 5,2 g/kg de solo. Avaliagcdes experimentais indicam
gue a producdo maxima de girassol € alcancada com 80 a 90 kg de nitrogénio/
ha; contudo, com aplicacdo de 40 a 50 kg de nitrogénio/ha se obtém 90% da
producdo relativa méaxima, correspondendo a quantidade do nutriente
economicamente mais eficiente (SMIDERLE; GIANLUPPI; GIANLUPPI, 2003).
Sendo assim, € possivel afirmar que o teor de nitrogénio encontrado nas
amostras de solo estd acima dos valores considerados o6timos para o
desenvolvimento do girassol. Esses altos valores, possivelmente, estao
associados a matéria organica contida no lodo da ETE da refinaria.

O nitrogénio é o macronutriente aniénico exigido em maior quantidade
pelas plantas (MALAVOLTA,; VITTI, OLIVEIRA, 1997; MENGEL; KIRKBI, 1982;
ROSSI, 1998). Em condi¢des de nutricdo adequadas, o girassol é capaz de
acumular importantes quantidades de nitrogénio nas folhas e talos. A
deficiéncia de nitrogénio leva a reducéo na biossintese de bases nitrogenadas,
fundamentais a sintese de material ribonucleico, levando, por fim, na
paralizacéo do crescimento e do desenvolvimento da planta (UNGARO, 1993).
Por outro lado, o excesso de adubacédo nitrogenada, diminui o teor de 6leo nas
sementes, uma vez que o nitrogénio interage negativamente com a deposicdo
de 6leo (SFREDO; CAMPO; SARRUGE, 1984; VRANCEANU, 1977;
ZAGONEL; MUNDSTOCK, 1991). Adicionalmente, a presenca de nitrogénio
em excesso aumenta a susceptibilidade ao aparecimento de doencgas,
principalmente a podriddo branca da haste e do capitulo, causada pelo fungo
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997).

Lobo e Filho (2007) usaram lodo de esgoto como fonte de nitrogénio em
cultivos de girassol e observaram que isto trouxe incrementos significativos na
produtividade de grdos, de 6leo e de matéria seca. Sendo assim, ndo se
sugere a intervengao no processo de suplementacao do solo com a biomassa
do tratamento de efluentes, por poder ser importante fonte do macronutriente.
Ha, no entanto que se ponderar o fato de que, ao se disponibilizar outra fonte
de energia que ndo hidrocarbonetos, poderd haver processos de
biodegradacéo preferencial do material putrescivel, oriundo da biomassa morta,
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0 que pode render na reducdo do desempenho da biodegradacdo dos
recalcitrantes.

Pode-se ainda verificar (Tabela 4.2) que o teor de fosforo ndo se alterou
nas diferentes amostras de solo. No girassol, a absorcao do fésforo ocorre até
o enchimento de aquénios, isto quando ndo héa limitacdo da disponibilidade do
nutriente. A contribuicdo do fésforo remobilizado das folhas e caule para os
aguénios em maturacgao varia de, aproximadamente, 30% a 60% (HOOCKING;
STEER, 1983). O fésforo ajuda as raizes e as plantulas a se desenvolverem
mais rapidamente, aumentando a resisténcia aos rigores do inverno, melhora a
eficiéncia no uso da agua, favorece a resisténcia as doencas em algumas
plantas, acelera a maturidade e € importante para a colheita e a qualidade da
cultura.

O baixo teor de fosforo disponivel no solo é uma das principais
limitacbes ao desenvolvimento da cultura do girassol, tendo em vista que o
mesmo atua na fotossintese, na respiragdo, no armazenamento e na
transferéncia de energia, na divisdo celular, no crescimento das células, e em
varios outros processos da planta (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997).
Esses resultados corroboram as alegacdes de Novais et al. (2007) de solos das
regibes tropicais, tipicamente, apresentam baixa disponibilidade de fésforo,
limitando a produtividade das culturas. Dessa forma, a adicdo de fésforo é
recomendada, entretanto, a quantidade a ser adicionada varia de acordo com o
solo, tipo de cultura, entre outros.

De acordo com Oliveira et al. (2010), o nivel critico® de fosforo para o
cultivo de girassol em solo Vermelho Amarelo, da Paraiba, foi de 7,7 mg/dm?.
Junior et al. (2011) determinaram valor semelhante (8,2 mg/dm?®) para cultivos
de girassol em solo Vermelho Amarelo Distrofico, no Parana.

Riser-Roberts (1998) indicou a relacdo C:N:P ideal para biodegradacao
de poluentes organicos, por via microbiana, de 100:10:1. Sendo assim, a
relacdo C:N:P de 100:3:0,2, expressa em valores meédios, referente as trés
amostragens de solo estdo em desacordo com o proposto pela literatura.

Desse modo, a adicdo de nitrogénio e fosforo deve ser estudada a fim de

> E o teor de nutriente no solo a partir do qual ndo mais haveria resposta a adubacao. Neste
caso, a adubacéo seria apenas aquela para repor o que a cultura iria retirar, mantendo-se a
fertilidade do solo (BORKERT; LATMANN, 1987).
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estabelecer o equilibrio entre os macronutrientes, objetivando favorecer o
metabolismo microbiano e ainda o desenvolvimento do vegetal no solo em
questéao.

Independente da campanha de amostragem, em geral, as amostras de
solo apresentaram quantidades de metais pesados e acima dos valores de
referéncia (S) (Tabela 4.2). De acordo com a Legislacdo Holandesa (2000), os
valores de referéncia (S) indicam um nivel de qualidade do solo e da agua
subterrdnea que permite considera-los “limpos”, considerando-se a sua
utilizacao para qualquer finalidade. Ja o valor de intervencao (l) indica um nivel
de qualidade do solo acima do qual existem riscos para a saude humana e
para o ambiente. A ultrapassagem desse valor (média) em um volume de solo
de 25 m® ou em 100 m® de agua subterranea, indica a necessidade de
implementacdo na area avaliada de acdes voltadas para a sua remediacao.
Finalmente, o valor de alerta (T) € um valor médio entre os dois primeiros S e .
Ele indica que ja ocorreu certa alteracdo que diminuiu, ainda que pouco, as
propriedades funcionais do solo, sendo necessaria uma investigacdo detalhada
na area para quantificacdo dessa alteracdo (CETESB, 2001).

As quantidades de metais pesados estarem acima dos valores S (Tabela
4.2), significa que podem ocorrer potenciais riscos ao meio ambiente, logo,
pode-se aferir que existe a real necessidade de realizar alguma forma de
intervencao na area.

De acordo com a legislagéo federal brasileira (BRASIL, 2009) os valores
de referéncia de qualidade de solo dependem do uso pretendido. Menores
valores de concentragcdo de metais sdo admitidos para solos cujos usos
pretendidos sdo as atividades agricolas. Os maiores valores, para 0 uso
industrial e os intermediarios, para solos que se pretendem realizar atividades
residenciais. A analise da Tabela 4.2 permite verificar que alguns dos valores
de concentracdo dos metais analisados (Ni, Cu) encontram-se acima daqueles
de referéncia para solos de areas industriais. Sendo assim, a legislacéo obriga
a intervencao no sitio, objetivando a reabilitacdo ao uso pretendido do local. O
efeito sinérgico ou antagobnico, entretanto, da presenca de varios elementos
quimicos nao é abordado na Legislacdo Holandesa, tampouco na Brasileira,

justificando, assim, esse estudo.
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Duas das trés amostras de solo analisadas também apresentaram
teores de hidrocarbonetos totais de petrdleo (HTPs) acima dos valores de
intervencao (I) da Lista Holandesa (2000) (Tabela 4.2). Entretanto, é importante
ressaltar que o teor de HTP € um parametro que, por si s6, ndo pode ser
empregado para avaliar o risco a saude humana e ao meio ambiente, visto que
engloba diferentes tipos e concentragcbes de compostos extraiveis pelo
diclorometano (WEISMAN, 1998). No entanto, pode servir como uma
ferramenta util para identificacdo de uma contaminacado, avaliacdo do grau de
contaminacdo e avaliacdo do progresso de uma contaminacao.

A andlise dos cromatogramas apresentados nas Figuras 4.2, 4.3 e 4.4
revela diferenciados perfis de hidrocarbonetos presentes nas amostras
coletadas em 2008, 2009 e 2011, respectivamente. A andlise dos perfis
cromatograficos dos extratos organicos do solo (empregando CH,Cly) permitiu
verificar que, somente, aproximadamente 20% dos compostos apareceram
como hidrocarbonetos resolvidos de petréleo (HRP) e 80% dos compostos,
como uma mistura complexa nao resolvida (MCNR). Em ambos o0s casos,
eluindo majoritariamente na faixa do 6leo lubrificante (>Cy). Verifica-se, ainda,
gue nem pristano nem fitano foram detectados nos extratos. A auséncia dos
isoprenoides pristano e fitano, a abundancia de compostos como MCNR e a
elevacdo da linha de base dos cromatogramas informam que houve processo
de intemperismo dos contaminantes organicos do solo. Entende-se como
intemperismo a acdo de variaveis como exposicdo a luz, evaporacéo,
biodegradacdo e outros fatores, ao longo de um espaco de tempo, sobre o
contaminante (NASCIMENTO; OLIVEIRA; de FRANCA, 2013). O intemperismo
rende na remocdo das moléculas mais leves e das mais facilmente
degradaveis rendendo na permanéncia de compostos de mais dificlil
degradacdo (quimica ou biotecnolégica), que sdo denominadas de
recalcintrantes ou persistentes, incrementando sobremaneira a problematica
para o tratamento.

Pela andlise da Tabela 4.2 pode-se inferir que as concentragbes de
matéria organica sao muito superiores as de HTP, o que pode ser explicado
pela disposicdo frequente de material biolégico, proveniente da estacdo de
tratamento de efluentes industriais da refinaria, que opera com sistema de lodo

ativados, no sistema Landfarming em questao.
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O teor de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) totais esta
apresentado na Tabela 4.2. Note-se que as quantidades de HPAs, assim como
as quantidades dos metais, estdo muito acima dos valores de referéncia (S)
estipulados pela Legislacdo Holandesa. Os HPAs sdo bastante resistentes a
degradacdo, sendo o seu tempo de meia-vida em solo bastante grande, de
acordo com estimativa de varios pesquisadores. Dependendo do composto, 0
tempo pode variar de meses a 28 anos (WILD et al., 1990; TRAPIDO,1999). O
valor da concentracdo de benzo(a)pireno foi muito préoximo do limite de
intervencdo para solos de areas industriais, de acordo com a Legislacao
Brasileira (BRASIL, 2009) que também justifica o estudo.

Ressalte-se que o solo do Landfarming apresenta uma mistura
hidrocarbonetos de elevada complexidade, sugerindo que nele, a atividade dos
microrganismos autdctones com capacidade de degradar contaminantes
organicos estaria limitada. Sabe-se que moléculas recalcitrantes, devido a sua
estrutura quimica, tendem a ser biodegradadas lentamente e, por
consequéncia, a se acumular no solo, comprometendo a sobrevivéncia de
varias espécies microbianas (HENCKLEIN et al., 2007). Além disso, as
interacdes abibticas podem ter papel fundamental nos processos bioldgicos,
visto que podem modificar a capacidade de biotransformagdo dos
hidrocarbonetos e o tempo de permanéncia deles no solo, tornando-os
indisponiveis para os microrganismos (SABATE; VINAS; SOLANAS, 2004).

Os HPAs podem ser removidos por oxidacdo quimica, fotolise
volatilizacdo, bioacumulacdo, adsorcdo de particulas solidas, lixiviacdo e
biorremediacdo, processo que tem apresentado crescente destague na
descontaminacdo de HPAs no meio ambiente (REDDI, 2000; RISER-
ROBERSTS, 1998). Diversos trabalhos apontam o uso de fitorremediacédo em
solos contaminados com diferentes HPAs por diversas plantas: Salix exigua,
Populus sp., Tripsacum dactyloides, Sagitaria latifolia, Panicum virgatum e
Carex stricta (EULISS et al., 2008); Aegiceras corniculatum (TAM; WONG,
2008); Lolium perene (REZEK et al., 2008); Zostera marina (HUESEMANN
HAUSMANN; FORTMAN, 2009); Festuca arundinacea, F. elata e F. gigantea
(LIU et al., 2014).
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No que tange ao conteudo de agua, os valores determinados (variando
entre 0,26 e 0,38 kg/kg de solo) (Tabela 4.3) se apresentam adequados ao
cultivo de girassol. De acordo com a literatura, o teor de agua disponivel para o
desenvolvimento do girassol deve ser em torno de 0,2 kg/kg de solo (KLEIN;
REICHERT; REINERT, 2006).

Note-se que o0s conteldos de &gua determinados sdo considerados
elevados para solos arenosos (EMBRAPA, 2006). O alto teor de 4gua pode ser
atribuido ao frequente descarte de lodos biologicos, contaminados com o6leo,
provenientes da estacdo de tratamento de efluentes industriais (ETDI) da
refinaria no solo, além da presenca de hidrocarbonetos que pode ainda ter
contribuido para a coesdo das particulas de areia, levando a reducdo da
permeabilidade do solo. Tem-se também que considerar o alto indice
pluviométrico da regido, nos periodos das coletas, bem como a presenca de
uma vegetacdo natural (Figura 4.5), no Landfarming, que pode ter contribuido
para proteger o solo da incidéncia direta dos raios solares e dos ventos,
minimizando as perdas de &agua por evaporacdo (NEVES; VERSIANI;
RODRIGUES, 2007).

Figura 4.5: Foto da &rea do Landfarming, mostrando a presenca de vegetacao

nativa.
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Segundo Reganold, Papendick e Parr (1990), ainda existe a possibilidade
de haver retencdo de a&gua no solo pela agregacdo das suas particulas, em
virtude da producéo de substancias poliméricas (exopolisacarideos, EPS) pelos
microrganismos autoctones. Neste caso, os hidrocarbonetos serviriam como
fonte de carbono para a sintese de EPS. Portanto, a presenca de
hidrocarbonetos pode ter contribuido para o aumento da capacidade retencéo
de 4gua do solo, o que, por sua vez, permitiria 0 uso de menor quantidade de
agua para irrigacao dos plantios em campo.

Mais do que a umidade, a avaliacdo da capacidade de campo® (CC) é
importante para o manejo da irrigacdo. Este parametro depende da acao
conjunta de varios fatores, particularmente, das caracteristicas do solo
(BEUTLER et al., 2002). Portanto, a CC varia de solo para solo, dependendo,
principalmente, da quantidade e natureza da fracdo argila (ARRUDA, ZULLO;
OLIVEIRA, 1987). Por exemplo, a quantidade de agua disponivel € maior em
solos argilosos e em solos que possuem alto conteiudo de humus e muito
menornos solos arenosos (EMBRAPA, 2006). Logo, os valores de CC de 29 a
31%, determinados para o solo do Landfarming, sugerem uma caracteristica
diferente as apresentadas comumente pelos solos arenosos.

Sobrinho, Tieppo e Silva (2011) indicaram que a faixa de umidade ideal
para o desenvolvimento de girassol € de 70 a 80% da CC, ou seja, 0 solo de
Landfarming utilizado se apresenta adequado ao desenvolvimento do ensaio
de fitorremediagao.

O pH das amostras, embora coletadas em periodos distintos,
apresentaram valores dentro da faixa 6tima (6,5 a 8,0) quer para a atividade
microbiana (RISER-ROBERTS, 1998), quer para o desenvolvimento de
vegetais (NACIMENTO et al., 2004), particularmente o girassol (AMABILE;
GUIMARAES; FARIAS NETO, 2003). Segundo Lira et al. (2009), o girassol
demanda pH na faixa de 5,2 a 7,0. Sendo assim, ndo foi necessario realizar a
calagem do solo para a corre¢ao do pH.

No que tange a caracterizagdo microbiolégica do solo, foi realizada a

enumeracdo de microrganismos cultivaveis, heterotroficos totais e

*Ea guantidade de agua retida pelo solo depois que o0 excesso tenha drenado e a taxa de
movimento descendente tenha decrescido acentuadamente, o que geralmente ocorre dois a
trés dias depois de uma chuva ou irrigacdo em solos permeaveis de estrutura e textura
uniformes (VEIHMEYER; HENDRICKSON, 1931; 1949).
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degradadores de hidrocarbonetos (Tabela 4.4). A analise da tabela revela
elevada concentracdo de bactérias heterotroficas nas amostras de solo, nas
diferentes amostragens realizadas (> 10° UFC/g de solo). Isto demonstra que o
sitio apresenta potencial para degradacdo de hidrocarbonetos por via
microbiana, quer associadas aos vegetais, ou independentemente. Contudo, a
complexidade dos hidrocarbonetos presentes, como revelado pela analise
cromatografica (Figuras 4.2 a 4.4), sugere reduzida metabolizacdo de
hidrocarbonetos com maior recalcitrancia.

Nas amostras de solo coletadas em 2008 e 2009, aproximadamente 50
e 75%, respectivamente, da populacdo bacteriana heterotréfica total era
degradadora de hidrocarbononetos, o que indica selecdo de espécies
potencialmente degradadoras destas substancias. No entanto, na amostragem
de 2011, houve um decréscimo expressivo do numero de BDH no solo,
provavelmente, devido a menor quantidade de HTP no solo e de metais
pesados, com destaque para o niquel (Tabela 4.2).

A introducdo de 6leo cru no solo, de forma acidental ou intencional,
provoca aumento do numero de microrganismos com capacidade de
degradacéo de hidrocarbonetos e, consequentemente, a elevacao da atividade
microbiana nesse ambiente. Isso ocorre, porque 0s microrganismos autéctones
podem adaptar-se aos diferentes compostos, e sofrer alteracdes genéticas
resultando em selecao natural. Em solos ndo contaminados, menos de 1% da
populacdo microbiana nativa apresenta capacidade para degradar
hidrocarbonetos de petroleo, enquanto esse valor pode atingir de 1 a 10% do
total dos microrganismos autéctones -cultivaveis em ambientes terrestres
contaminados por 6leo cru (ATLAS, 1991).

Segundo Bhatnagar e Fathepure (1991), existe uma variedade de
espécies microbianas capazes de metabolizar hidrocarbonetos em solos.
Contudo, a eficiéncia da biodegradagédo de hidrocarbonetos depende da inter-
relacdo entre diferentes espécies ja que a tolerancia a substancias toxicas e a
capacidade degradativa de compostos xenobidticos, na maioria das vezes,
requer a associacdo de diferentes enzimas e fatores fisico-quimicos (AL-
HADHRAMI; LAPPIN-SCOTT; FISHER, 1995).

Alguns autores observaram que bactérias e fungos sao os principais
responsaveis pela biodegradagcdo de substancias nédo-hidrossoluveis, e que a
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presenca de surfactantes favorece a acdo dos biodegradadores (BOTTURA,
1994; KATAOKA, 2001).

No presente trabalho, pode-se constatar a presengca de culturas
fungicas, embora em numero inferior ao de bactérias, o que corrobora a
importancia da coparticipacdo desses dois grupos microbianos no processo de
biodegradacdo de compostos recalcitrantes. As bactérias, em geral, séo tidas
como mais importantes pelo seu metabolismo ser mais rapido. No entanto, os
fungos apresentam potencial para degradar hidrocarbonetos aroméaticos
policiclicos de alta massa molar e; inclusive, outros compostos organicos
recalcitrantes, uma vez que sdo dotados de complexos sistemas enzimaticos,
com capacidade de sintese e excrecdo de diversas enzimas extracelulares
(ATAGANA, 2006). Alguns trabalhos ja avaliaram a importancia dos fungos na
remediacdo de solos contaminados (ATAGANA, 2006; WINQUIST et al, 1014;
MARCO-URREA;GARCIA-ROMERA; ARANDA, 2015).

Trabalhos que demonstraram a eficacia da biorremediacdo no
tratamento de solos contaminados com hidrocarbonetos reportam numeros de
BHT, BDH e fungos variando de 10° a 108, 10°a 10® e de 10? a10° NMP/g de
solo, respectivamente. Logo, pode—se concluir que o solo desta pesquisa
apresenta caracteristicas microbiolégicas adequadas para implementacdo do

tratamento biolégico.
4.2 Selecao de Cultivar de Helianthus annuus

Nesta etapa, foram feitos testes comparativos com os quatro cultivares
de girassol visando verificar o desempenho para a fitorremediacdo do solo
multicontaminado (com hidrocarbonetos e metais pesados). Paralelamente,
foram conduzidos ensaios em solo comercial (ECOFARM, Itauna, MG) nao
contaminado (ensaio controle biético) a fim de verificar algum comportamento
diferenciado do crescimento dos cultivares de girassol em relagcao aos ensaios
de fitorremediagdo. Primeiramente, estdo apresentados na Figura 4.6 os
resultados dos percentuais de germinacao das sementes dos quatro cultivares
comerciais de girassol ensaiados (H2, M, P e H3) tanto em solo
multicontaminado (Landfarming) como nao contaminado (ensaios controle

bidtico).
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Figura 4.6: Germinacdo dos cultivares de Helianthus annuus em solo nao
contaminado (ensaios controle) e multicontaminado (Landfarming). Médias
seguidas de letras iguais nao diferem entre si para o Teste de Tukey (p<0,05).

Note-se que a germinacédo das sementes dos quatro cultivares testados,
ocorreu 7 dias apdés o plantio no solo contaminado, sendo que algumas
germinaram em apenas 4 dias. Tejeda-Agredano et al. (2012) também
observaram germinacdo de todas as sementes plantadas em solo argiloso
proveniente de uma unidade industrial de processamento de madeira, com
registro de contaminacdo com creosoto* ha mais de 100 anos. Porém neste
caso, a germinacao ocorreu no intervalo de 15 dias.

A analise comparativa dos dados obtidos revela que os cultivares H2 e
H3 foram os mais eficientes, no que concerne a germinacao (Figura 4.6). Ainda
analisando a figura, nota-se que a germinacao destes dois cultivares foi
maxima tanto no solo multicontaminado, quanto no solo isento de
contaminantes. Interessante destacar que o cultivar P teve um comportamento
melhor no solo multicontaminado em relagdo ao solo ndo contaminado,
enquanto que o desempenho do cultivar M foi maior no solo ndo contaminado

(controle).

* Substancia gordurosa com odor de fumaca e gosto de queimado, produzido por tratamento a
alta temperatura de madeiras. Contém cresois e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos que
sdo carcinégenos. Tem sido amplamente utilizado como conservante de madeira e em
pesticidas. Inicialmente foram utilizados em desinfetantes, laxativos e agentes dermatolégicos
(LENSON, 1956).
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Com o conjunto de dados obtidos com o Teste de Tukey, € possivel
verificar que o0s experimentos marcados com letras distintas sao
estatisticamente diferentes, a um nivel de significincia de 5%. De acordo com
este teste, numa mesma coluna, as médias marcadas com letras em comum
nao diferem entre si. Nesses testes, o coeficiente de variacdo (CV), obtido
através do teste de médias de Tukey (p< 0,05), foi de 0,8%. O coeficiente de
variacdo relaciona o desvio padrdo em termos de porcentagem da média
aritmética. Os pesquisadores utilizam o coeficiente de variacdo para comparar
a variabilidade de seus resultados. Ele é sempre expresso em porcentagem, e
d& uma ideia da precisao do experimento, isto €, quanto menor o coeficiente de
variacdo, maior a preciséo. De acordo com a classificacdo® de Pimentel-Gomes
(2000) para os ensaios agricolas, o valor de CV de 0,8% é considerado baixo,
ou seja, o conjunto de dados obtidos séo estatisticamente significativos.

Os resultados obtidos demonstram a resisténcia do girassol, em
particular os cultivares H2 e H3. Segundo Talamini et al. (2011), percentuais de
germinacao superiores a 70% sao considerados bons. No presente estudo,
este indice é ainda mais, uma vez que o solo contem hidrocarbonetos e metais
pesados em grande quantidade.

De acordo com trabalho realizado por Arnuti et al. (2003), foi constatado
gue o girassol se desenvolve e se adapta a diferentes condicbes ambientais,
podendo tolerar temperaturas baixas (SILVA et al., 2007) e estresse hidrico. No
entanto, os maiores indices de germinacdo estdo relacionados a qualidade

fisiologicas dos aquénios.

No decorrer dos 40 dias de ensaio, todos os cultivares ensaiados
apresentaram crescimento semelhante, com perfil linear. A altura média dos
individuos, ao final dos cultivos foi de, aproximadamente, 30+5 cm,

independentemente do cultivar.

Ao término do periodo experimental, as partes aéreas foram
desbastadas, secas e pesadas. A Figura 4.7 apresenta os dados de biomassa
seca, expressos em valores médios, para plantios em solo multicontaminado e

nao contaminado (controle). Os valores de biomassa obtidos (2,7 — 4,3 g /

5 Classificagdo dos CV de Pimentel-Gomes (2000) para ensaios agricolas:baixo, quando
inferior a 10%; médio, entre 10 e 20%; alto, entre 20 e 30%; e muito alto, superior a 30
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individuo) estdo dentro da faixa encontrada na literatura. A literatura reporta
faixas muito amplas para os valores de biomassa seca de girassol em ensaios
de fitorremediac&o. Por exemplo, Romeiro (2005), encontrou entre 1 e 2,5 g de
biomassa seca (soma da massa da raiz e partes aéreas) em ensaios de
fitoextracdo de chumbo, em hidroponia. Ja Lin et al. (2009) observou massas
de plantas de girassol cultivadas em solos contendo diferentes concentracdes
chumbo, variando entre 17,5 e 22,5 g / individuo, em ensaios de 60 dias.
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2,50 —
2,00 - —
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Biomassa (g)

1,00 - —

0,50 —

0,00

H2 M P H3

B Solo Nao contaminado [ Solo Multicontaminado

Figura 4.7: Variagcdo da massa média das partes aéreaspara cultivares de
girassol, decorridos 40 dias de crescimento em solos multicontaminado
(Landfarming) e ndo contaminado por individuo. Médias seguidas de letras

iguais ndo diferem entre si para o Teste de Tukey (p<0,05).

Com o conjunto de dados obtidos com o teste de Tukey (p<0,05), foi
possivel verificar um coeficiente de variacdo de 2,09%, o que indica que 0s
dados obtidos possuem significancia estatistica, o que permite uma analise
criteriosa. Assim, pode-se concluir que o desenvolvimento dos cultivares P, M e
H3 foi semelhante em solo ndo contaminado e em solo multicontaminado. J& o
cultivar H351, produziu maior quantidade de biomassa no cultivo em solo

multicontaminado.

A producéo de biomassa em solo multicontaminado ocorreu de maneira

crescente na seguinte ordem: M < H2< H3 < P. Comparativamente, o cultivar M
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apresentou o pior desempenho, tanto nos ensaios de germinacdo quanto de
desenvolvimento, em solo multicontaminado. O cultivar P apresentou o maior
crescimento, embora a germinagéo tenha sido inferior aos cultivares H3 e H2.
Em termos de avaliacdo global, o desempenho do cultivar H3 mostrou-se mais

eficiente no solo multicontaminado.

As biomassas vegetais (partes aéreas) também foram avaliadas quanto
ao conteudo de metais (V, Ni, Pb, Cd, Cu) (Tabela 4.5). As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05) e os coeficientes de variacdo foram
obtidos para cada metal: vanadio (3,23%), niquel (4,25%), chumbo (6,82%),
cadmio (2,79%) e cobre (7,44%). Todos os conjuntos de dados dos metais
analisados apresentam significancia estatistica.

Pode-se evidenciar a presenca de todos os metais encontrados no solo
nas biomassas dos diferentes cultivares. Note-se que as maiores e menores
extracdes, cobre e cadmio, respectivamente, foram dependentes dos teores
desses metais no solo (Tabela 4.2). No entanto, a extragcdo dos demais metais
nao pode ser relacionada com a proporcdo dos mesmos no solo, sendo,
majoritariamente, dependente do cultivar empregado. As maiores extracdes
foram determinadas para o cultivar H3.

Sung, Lee e Lee (2011) estudaram o acumulo de cobre, niquel e cromo
em diversas plantas, incluindo girassol, em ensaios de fitorremediacdo com
rejeito da siderurgia. Os autores encontraram concentracdes de Cu, Ni e Cr nos
tecidos vegetais de 25-50, 25-80 e 50-80 mg/kg, respectivamente.

Turgut, Pepe e Cutright (2004) avaliaram o acumulo de Cr, Ni e Cd em
dois diferentes cultivares de girassol, teddy bear e dwarf sunspot. Os dois
cultivares apresentaram concentracdes de Cr, Ni e Cd em seus tecidos
vegetais de aproximadamente 0,19; 0,0065 e 0,12 mg/g, respectivamente.

Assim, infere-se que a acumulacdo dos metais no tecido vegetal é
heterogénea, corroborando o relato de Becker et al. (2008), que usaram
espectrometria de massa por ionizagdo acoplada por plasma com ablacdo a
laser (LA-ICP-MS) para mostrar do acumulo de diferentes elementos (Mg, Fe,

Mn, Zn, Cu, Cd, Rh, Pt e Pb) em folhas, caule e raizes de plantas de tabaco.
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Tabela 4.5: Concentragdo de metais (V, Ni, Pb, Cd e Cu) nas partes aéreas dos diferentes cultivares de girassol apos 40 dias de

ensaio de fitorremediagdoem solo contaminado de Landfarming (mg/kg)

Metais H2 P M H3
Vanadio 0,5+0,07b 0,5+0,07b 0,5+0,07b 7,4 +0,3a
Niquel 2,6 £0,15c 1,7 £0,14d 3,4 £0,16b 5,6 £0,17a
Chumbo 2,6%0,16b 0,5%0,14d 1,7+0,15c 3,5+0,17a
Cadmio 0,051+ 0,0014a 0,051+ 0,0014a 0,052 + 0,0014a 0,049 + 0,0014a
Cobre 21 +1,41ab 14 + 1,41c 16 +1,41bc 25+1,41a

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si para o Teste de Tukey (p<0,05).
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As amostras de solo retiradas dos vasos, ao final dos 40 dias de ensaio,
também foram analisadas, a fim de avaliar a remocéo de metais (Figura 4.8) e
hidrocarbonetos (Figuras 4.9 e 4.10) além do numero das principais
populacdes microbianas autéctones (Figuras 4.11 a 4.13)

E importante enfatizar que na Figura 4.8 (A a E) estdo apresentados 0s
percentuais de remoc¢do de metais pesados (vanadio, niquel, chumbo, cadmio
e cobre) pelas quatro linhagens de girassol, levando em consideracdo as
perdas nos reatores de controle bidtico e abibtico (remocdo de 0%). Com o
conjunto de dados obtidos com o Teste de Tukey (p<0,05), foi possivel verificar
um coeficiente de variacao de 2,12; 1,57; 1,8; 0,71 e 1,31% para V, Ni, Pb, Cd
e Cu, respectivamente.

Analisando a Figura 4.8 pode-se observar que houve remocédo dos
metais pesados analisados pelos diferentes cultivares de girassol, embora os
percentuais tenham variado de acordo o metal analisado e o cultivar
empregado. Comparativamente, a maior remocao de vanadio do solo, de cerca
de 40% foi alcancada pelo emprego dos cultivares H3 e P. No caso do chumbo,
os cultivares H3 e H2 foram os mais eficientes, obtendo-se remocdes
superiores a 50%. Ja para o cobre, os quatro cultivares permitiram remover
mais de 40% deste metal contido no solo, sendo o melhor desempenho o
observado para H2 (73,8%). E importante destacar que o cobre e o chumbo
foram os elementos encontrados em maior concentracdo no solo (Tabela 4.2).
A remocao de cadmio foi igual para os quatro cultivares testados, alcancando-
se 100%, provavelmente devido ao seu baixo teor inicial no solo de 3,2 mg/kg
(Tabela 4.2). Para a remogédo de niquel pode-se observar comportamento
semelhante, embora a remocao tenha variado entre 40 e 50%.

A analise global das remoc¢6es de metais permite indicar que o cultivar M
como o menos eficiente, enquanto o melhor desempenho pode ser atribuido ao
cultivar H3, considerando o tipo e a concentracdo dos metais no solo e a
toxicidade além dos percentuais de remocdo. Marques et al. 2013 observaram
que diferentes concentracdes de cadmio (0, 10, 20 e 30 mg/kg) aplicadas ao
solo levaram a diferencas no acumulo do metal na raizes e folhas de girassol,

apos 140 dias de ensaio.
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Figura 4.8: Remocao percentual de (A) vanadio; (B) niquel; (C) chumbo; (D)
cadmio e (E) cobre do solo apds 40 dias de crescimento dos cultivares H2, P,

M e H3. Médias seguidas de letras iguais nao diferem entre si para o Teste de

Tukey (p<0,05).
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Existem diversos trabalhos nesta area de pesquisa. Alguns trabalhos
encontrados que apresentam dados referentes a analise de metais no solo
cultivado com girassol estéo citados a seguir.

Usman e Mohamed (2009) observaram o efeito da adicdo de EDTA e da
inoculacdo de diferentes culturas fungicas as raizes de girassol. Apos 60 dias
de ensaio, observaram remocdes de Cu (24 a 31%), Cd (24 a 34%) e Pb (6 a
15%),em solo artificialmente contaminado.

Em estudo anterior publicado por Chen, Li e Shen (2004) foi estudado o
efeito da adicdo de EDTA na fitorremediacdo de metais por girassol. Apos 53
dias de fitorremediacdo foram obtidos percentuais de remocédo de Cu (16%),
Cd (23%) e Pb (4%).

Dessa forma, pode-se concluir que os resultados obtidos nesse trabalho,
com diferentes cultivares brasileiros de girassol sdo promissores como
fitorremediadores de metais, mesmo quando cultivados em solo co-
contaminado com hidrocarbonetos. A fitorremediacdo de metais na auséncia de
hidrocarbonetos, ja foi amplamente documentada por diferentes autores
(CINDY et al., 2006; NIU et al., 2007; FASSLER et al., 2010; ROJAS-TAPIAS;
BONILLA; DUSSAN, 2012).

A Figura 4.9 apresenta o valor inicial de hidrocarbonetos totais do
petréleo (HTPs) no solo e os determinados apds 40 dias do plantio dos
cultivares de girassol estudados. Para esta variavel, o coeficiente de variacédo
obtido através da andlise das médias (Teste de Tukey, p<0,05) foi de 1,86%.
Similarmente, os cultivares H2, M e P levaram a uma reducao de cerca de 10%
do contetdo de HTPs no solo; consideradas nos calculos, as perdas referentes
aos controles bidtico e abidtico,. Ja o cultivar H3 alcangou uma remocéo de
15%.



MARTINS, C.D.C. RESULTADOS E DISCUSSAO 107

9500

9000
358500
~ a a 2-
£ 8000 : 1 *
= b
~ 7500 T
T

7000

6500

Inicial H2 M P H3

Figura 4.9: Teores de hidrocarbonetos totais do petrdleo (HTP) nos solos antes
e apos 40 dias do crescimento de diferentes cultivares de Helianthus annuus.
Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si para o Teste de Tukey
(p<0,05).

Siciliano e Germida (1998) observaram uma reducao de cerca de 21%
na concentracdo de HTP em ensaios de fitorremediacdo utilizando espécies
forrageiras. Entretanto, esses resultados foram alcancados somente apos 20
meses de tratamento para solo contaminado unicamente com hidrocarbonetos.
Mais recentemente, Moreira et al. (2012) observaram um decréscimo de 12%
no teor de HTP em sedimento de manguezal apds 90 dias de fitorremediacao
com Rizophora mangle L, também contaminado exclusivamente com
hidrocarbonetos de petréleo. Assim, os resultados apresentados no presente
trabalho sdo promissores e inovadores, pois demonstram a remocéao
concomitante de hidrocarbonetos e metais pesados de um solo real,

proveniente de area industrial.

A Figura 4.10 apresenta a remocao da percentual de benzo(a)pireno
(B(a)P), levando-se em consideracdo as perdas nos controles bidtico e
abidtico. Foi realizada apenas a analise deste HPA, uma vez que sua
concentracéo inicial no solo representava 50% do total dos HPAs. Além disso,

B(a)P € um HPA de alta massa molecular, de reconhecida persisténcia no solo,
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com valores de meia-vida variando de meses a até muitos anos (WILD et al.,
1990; TRAPIDO, 1999). Os metabolitos oriundos de B(a)P sé&o considerados
mutagénicos e altamente carcinogénicos, classificados no grupo carcinogénico
1 pelo IARC (International Agency for Research on Cancer). As médias dos
valores percentuais obtidos também foram analisadas pelo teste de Tukey

(p<0,05) e o coeficiente de variacao determinado foi de 0,19%.
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Figura 4.10: Remocdao percentual de benzo(a)pireno do solo, apés 40 dias de
cultivo de diferentes cultivares de girassol (H2, M, P e H3). Médias seguidas
de letras iguais ndo diferem entre si para o Teste de Tukey (p<0,05). Os

valores de remocéo consideram as perdas nos controles biético e abiotico.

Observando a Figura 4.10, evidencia-se que os quatro cultivares foram
capazes de remover B(a)P do solo, entretanto a remocao variou de acordo com
o cultivar empregado. O cultivar H3 foi o mais eficiente, com remoc¢éo de
52,1%, seguido do M (47,7%), H2 (32,1%) e P (18,3%).

Trabalho publicado por Tejeda-Agredano et al. (2012) € o Unico
encontrado na literatura que relata o girassol influenciando a biodegradacéo de
HPAs. Em seus ensaios, 0S autores investigaram a participacdo da
comunidade rizosférica do girassol na metabolizagdo de fluoreno, fenantreno,
antraceno, fluoranteno, pireno e criseno presentes no solo. Os seus resultados

demonstraram que a presenca do girassol levou a acréscimos de 17 e 22% na
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biodegradacdo dos HPAs (total), apdés 45 e 90 dias, respectivamente, em
comparacao aos ensaios sem girassol. Dentre os HPAs estudados, o que se
mostrou mais resistente a degradacdo foi o criseno, tanto nos ensaios com
girassol como na sua auséncia. Entretanto, o uso de girassol contribuiu de
maneira importante para a degradacéao deste HPA, uma vez que a degradacao
passou de 8% para 46%, com 45 dias e de 11% para 49%, com 90 dias.

Liste e Alexander (2000) realizaram ensaios de fitorremediagcdo, com
duragcdo de 56 dias, com os cereais Avena sativa e Brassica napus var.
radicola resultando na reducdo do pireno em 55,4 e 73,5%, respectivamente,
dos quais 18% foram referentes a atividade microbiana e as perdas abidticas
(ensaios controle). Através do cultivo das ervas Anethum graveolens,
Capsicum annuum e Raphanus sativus, os mesmos autores encontraram
decréscimos na concentracdo de pireno variando entre 51,2 e 66,9% apdés 28
dias de fitorremediacdo, dos quais apenas 6,7% correspondiam as perdas nos
ensaios controle.

Posteriormente, Sun et al. (2011) investigaram a capacidade de Tagetes
patula de fitorremediar solo exclusivamente contaminado com diferentes
quantidades de B(a)P (2, 5, 10 e 50mg/kg). Apds 92 dias, os autores
observaram remocbes B(a)P de cerca de 10%, independentemente da
concentracéo inicial do HPA, pela atividade do vegetal na zona das raizes. Em
ensaios realizados com solo co-contaminado com B(a)P e metais (Cd, Cu e Pb)
em duas diferentes concentracdes foi observado que a planta foi capaz de
remover entre 78,2 e 92,9% do B(a)P. Segundo os autores, os resultados
sugerem que a planta apresenta elevada tolerancia para B(a)P, mesmo quando
associado a metais de reconhecida toxicidade (COURBOT et al., 2004).

Mais recentemente, Wang et al. (2014) avaliaram a fitorremediacdo de
um sedimento retirado de manguezal e contaminado artificialmente com
diferentes HPASs, entre eles o B(a)P. Os cultivos de 60 dias com trés plantas
tipicas de manguezal (Kandelia obovata, Bruguiera gymnorrhiza e Avicennia
marina) resultaram em remocdes de B(a)P variando de 50 e 85%,
aproximadamente. Nesse estudo, € possivel evidenciar que a remocao de
B(a)P por K. obovata aumenta linearmente com o aumento da concentracao

inicial do HPA (3 — 24 mg/kg), comportamento distinto foi observado para os
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outros dois vegetais testados, para as quais a partir de uma determinada
concentragdo do HPA tem-se um decréscimo da remogao.

Solos contaminados com HPAs frequentemente contem altas
quantidades de outros poluentes, como metais pesados, em face do descarte
de rejeitos de processos industriais, geracdo de energia e residuos de
incineracdo (KRISHNA; GOVIL, 2008). Logo a capacidade de um vegetal de
remover poluentes de solos co-contaminados com materiais organicos e
inorganicos € uma vantagem. Portanto, os resultados obtidos no presente
trabalho indicam que € possivel realizar o tratamento biolégico do solo
multicontaminado proveniente de um ambiente industrial pelo emprego dos
cultivares brasileiros.

Ao contrario da matéria organica, os metais ndo podem ser degradados
por via microbiana, logo a remocdo de metais pesados requer a sua
fitoextracdo dos solos contaminados pelas plantas (ZOU; SONG, 2004; SUNG;
LEE; LEE, 2011).

Ao final dos ensaios de fitorremediacdo, o solo também foi analisado
microbiologicamente para avaliacdo das popula¢cdes relevantes no processo de
biodegradacéo de poluentes organicos. Os valores médios das quantificacdes
de bactérias heterotroficas totais (Figura 4.11), bactérias degradadoras de
hidrocarbonetos (Figura 4.12) e fungos totais (Figura 4.13) foram analisados
comparativamente pelo Teste de Tukey (p<0,05) e obtiveram coeficientes de
variacdo de 11,97; 7,42 e 1,19% respectivamente. A quantidade
microrganismos desses grupos microbianos, nos ensaios controle biético (solo
multicontaminado n&o plantado), também foi determinada, entretanto, o0s
valores permaneceram proximos aos determinados inicialmente, conforme
ilustra a Tabela 4.4.

Em relacdo ao numero inicial de bactérias heterotréficas totais (Figura
4.11) presentes no solo, nos ensaios em que foram semeados os cultivares H2
e M, houve um acréscimo de uma ordem de grandeza. Porém, a populacdo de
BHT praticamente ndo se alterou nos solos em que foram realizados os
plantios dos cultivares H3 e P, que, inclusive, ndo apresentaram diferenca
estatistica entre si. Contudo, houve reducédo da populacdo de BHT no ensaio

controle bidtico. Portanto, aparentemente, o crescimento dos cultivares, em
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especial, H2 e M favoreceu, de alguma forma, o metabolismo desse grupo

microbiano.
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Figura 4.11: Bactérias heterotroficas totais presentes nas amostras de solo
antes e ao final do cultivo dos cultivares de girassol.Médias seguidas de letras
iguais nao diferem entre si para o Teste de Tukey (p<0,05). UFC — unidades
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Figura 4.12: Bactérias degradadoras de hidrocarbonetos presentes nas
amostras de solo antes e ao final do cultivo dos cultivares de girassol.Médias
seguidas de letras iguais ndo diferem entre si para o Teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 4.13: Fungos totais presentes nas amostras de solo antes e ao final do
cultivo dos cultivares de girassol. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem
entre si para o Teste de Tukey (p<0,05). UFC — unidades formadoras de

colbnias.

A populacdo de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos (Figura
4.12), no solo, aumentou em relacdo ao inicio do cultivo com girassol. A
variacdo do numero dessas bactérias respeitou a seguinte ordem crescente:
H3 < P = M < H2, com ordem de grandeza variando entre 10’ e 102 NMP/g de
solo seco. Portanto, os resultados indicam que a presenca de girassol, de
alguma forma, incrementou a populacdo dessas bactérias. Ainda é possivel
observar que a relacdo de BHT e BDH foi mantida apds os cultivos com
girassol.

O numero de fungos totais (Figura 4.13) teve um aumento maior, em
relacdo ao numero inicial, na presenca dos quatro cultivares de girassol
testados, em relagdo ao comportamento das outras duas populacbes
bacterianas pesquisadas. Neste caso, o incremento foi de uma a duas ordens
de grandeza, sendo o maior valor encontrado nos ensaios com H2.

Em geral, a atividade das populac6es microbianas no solo foi favorecida
pela presenca do girassol, em particular para as culturas fangicas, o que pode
estar relacionado com a liberacdo de substancias quimicas e enzimas pelas

raizes das plantas, favorecendo o crescimento microbiano (ALVEY;
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CROWLEY, 1996). Os resultados apontam para a existéncia de interacdo entre
microrganismos e planta no processo de biodegradacdo de compostos
recalcitrantes.

Em estudo realizado por Tejeda-Agredano et al. (2012) foram
identificados diferentes compostos em exsudatos de raizes de girassol,
incluindo carboidratos, aminoacidos, 4cidos graxos e varios acidos aromaticos.
Dentre os acidos aromaticos os mais abundantes foram os &cidos fitalicos e
protocatecdico, que sdo compostos tipicamente intermediarios do metabolismo
de HPA por bactérias (KANALY; HARAYAMA, 2010).

Segundo Brown e Nadeau (2002), as plantas contribuem para absorgéo
dos elementos toxicos residuais no solo ap6s a atividade microbiana,
minimizando 0s contaminantes nele presentes a niveis aceitaveis. Assim
sendo, a atividade microbiana pode ser estimulada pela disponibilidade de
nutrientes produzidos pelas plantas e/ou pela remocéo de elementos toxicos
pelas mesmas.

Considerando os resultados obtidos nesta primeira etapa, a Figura 4.14
mostra, resumidamente, a eficiéncia dos cultivares testados em relacdo aos
parametros estudados. Analisando os dados, foi selecionado o cultivar H3 para
continuidade do trabalho em laboratério. Além de ter apresentado, de uma
maneira geral, as maiores remocdes percentuais dos contaminantes, H3 exibiu
maior robustez em relacdo aos demais cultivares. A excecéo do cultivar H3, os
demais cultivares apresentaram sinais de intoxicagdo como murcha e
aparecimento de folhas cloréticas com pontos necroticos e queda das folhas
mais velhas. Sintomas semelhantes foram observados por Zeitouni (2003) em

plantas de pimenta e de girassol crescidas na presenca de Pb.
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Germinagéao P < M < H2 = H3
Biomassa M < H2 << H3 < P
Metaisnabiomassa P < M < H2 << HS3
Remocdodemetais M < P < H2 << HS3
Remogdode HTPs H2 = M = P << H3
RemogdodeB(@)P P < H2 < M < HS3
Crescimento BHT P = H3 < M < H2
Crescimento BDH H3 < P = M <= H2
Crescimento FT H3 <= P < M < H2

Figura 4.14: Resumo comparativo da eficiéncia dos cultivares de girassol em
relacdo aos parametros estudados. HTP: hidrocarbonetos totais do petréleo;
B(a)P: benzo(a)pireno; BHT: bactérias heterotréficas totais, BDH: bactérias
degradadoras de hidrocarbonetos.

4.3 Efeito da Suplementacdo com Fertilizante e da Densidade

Populacional na Fitorremediacéo do Solo

Nesta etapa, foi estudada a influéncia da suplementacdo do solo com
fertilizante mineral e da densidade populacional sobre a remocao de metais
pesados e de hidrocarbonetos do petréleo pelo cultivar selecionado nos testes
anteriores. As variaveis foram selecionadas considerando a revisdo da
Literatura sobre o tema e também a economicidade do processo, sobretudo
guando se vislumbra a ampliacédo da escala.

Para tanto, foi utilizado o solo multicontaminado referente a coleta
realizada em 2009 pelo cultivar selecionado, H3. Os ensaios foram realizados
em casa de vegetacdo, com tempo de duracdo de 80 dias, contemplando
diferentes densidades do vegetal (1 e 5 individuos/ vaso), na presenca e
auséncia de fertilizante (N:P:K, 10:10:10).

A Figura 4.15 apresenta imagens do vegetal em diferentes fases do
crescimento. Corroborando os resultados anteriores (Figura 4.7), as sementes
de girassol foram capazes de germinar no solo multicontaminado nas

diferentes condi¢cbes ensaiadas.
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Figura 4.15: Fotos do girassol durante o desenvolvimento em solo multicontaminado. A: 7 dias ap6s o plantio; B: decorridos 21
dias, com 26 cm de altura média; C: brotamento da flor ocorrido no 50° dia; D a F: floracdo das mudas de girassol com 60 dias de

plantio (72 cm de altura média).
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Ao final do ensaio, as plantas foram retiradas do solo e separadas em
raizes e partes aéreas (caules, folhas e flores). As médias das massas secas
das diferentes partes vegetais estdo representadas na Figura 4.16 A e B. O
coeficiente de variacdo determinado pelo Teste de Tukey (p<0,05) para as

partes aéreas e raizes foi 1,02 e 3,67%, respectivamente.
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M1 planta - sem fert. 05 plantas - sem fert.
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Figura 4.16: Massa seca obtida através da média das raizes (A) e do conjunto
das partes aéreas (B) de cada individuo de girassol H3 cultivado por 80 dias
nas quatro condi¢des estudadas. Médias seguidas de letras iguais nao diferem

entre si para o Teste de Tukey (p<0,05).
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Analisando a Figura 4.16, € possivel observar que houve crescimento do
vegetal em todas as condi¢cOes ensaiadas, e que a massa total de cada
individuo variou entre 2,92 e 8,18 g, indicando que as variaveis estudadas
influenciaram o desenvolvimento do girassol. Esses dados sdo corroborados
por outros autores, em condicdes diferenciadas.

January et al. (2008) observaram uma variacdo na producdo de
biomassa de girassol anéo entre 2,0 e 7,4 g em solugéo hidropdnica contendo
Cd, Cr, Ni, As e Fe na presenca e na auséncia de EDTA, em ensaios com
duracédo de 17 dias.

Também em condi¢cdes hidropdnicas, Keulen, Wei e Cutright (2008)
evidenciaram que a producao de biomassa seca de dois diferentes cultivares
de girassol, Teddy Bear e Sundance foi de 2,7 e 4,8 g, respectivamente, em
solucdes contendo Cd, Cr, Ni e As, em ensaios com duracéo de 17 dias.

Hassan, Hijri e St-Arnaud (2013) cultivaram girassol, em casa de
vegetacdo, em solos com diferentes concentracbes de cadmio, por 70 dias. A
massa seca das plantas cultivadas sob diferentes condicdes variou entre 7,9 e
11,3 g. Valores semelhantes foram reportados por Marques et al. (2013) para
plantas de girassol cultivadas em solos contendo zinco e cAdmio em escala de
casa de vegetacao, por 140 dias.

Tejeda-Agredano et al. (2012) cultivaram girassol, em casa de
vegetacdo, em solo proveniente de ambiente contaminado com 6 HPAs. Apés
90 dias, a massa seca das plantas foi de 6,5 g.

Ainda observando a Figura 4.16, nota-se que a condicao que favoreceu
maior desenvolvimento das raizes também resultou no maior desenvolvimento
da parte aérea (1 planta — sem fertilizante) e, igualmente, a condicdo em que
houve um menor desenvolvimento das raizes também levou a um menor
crescimento da parte aérea (5 plantas — com fertilizante). Pode-se presumir que
Nnos ensaios em que um maior numero de individuos concorria entre si, o
crescimento foi prejudicado. O efeito da fertilizacdo também néo foi benéfico,
uma vez que nos experimentos sem fertilizante, a producdo de biomassa foi
maior, ratificando que a quantidade de macronutrientes no solo estava
adequada ao desenvolvimento do girassol, ndo havendo necessidade de

corregao.
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A biomassa vegetal obtida ao final de 80 dias de ensaio, apds ser
pesada, foi analisada quanto a sua concentragcdo de metais pesados. As
concentracdes de Cu, Zn, Cd, V, Ni, Pb e Cr presentes na biomassa vegetal de
girassol H3 estdo apresentadas nas Figuras 4.17 A, B, C, D, E, F e G,
respectivamente. Foi feita uma analise das médias através do teste de Tukey
(p<0,05). Para cada metal, as colunas marcadas com letras distintas sao
estatisticamente diferentes, a um nivel de significAncia de 5%. Os coeficientes
de variacdo determinados para Cu, Zn, Cd, V, Ni, Pb e Cr foram 1,26; 5,15;
2,26; 1,14, 6,78; 5,82 e 11,82%, respectivamente.

A concentracdo de cobre nas biomassas variou entre 77 e 175 mg/ kg de
biomassa seca (Figura 4.17 A). Chigbo e Batty (2013) observaram que a
concentracédo de cobre em Brassica juncea em solo contendo de 50 a 100 mg
de cobre/kg de solo co-contaminado com pireno variou entre 125 e 330 mg/kg
de biomassa seca.

A concentracdo de Zn variou entre 168 e 618 mg/kg de biomassa seca
(Figura 4.17 B).

A concentracao de Cd variou entre 0,05 e 0,6 mg/kg de biomassa seca
(Figura 4.17 C), estando muito abaixo do reportado na literatura (KEULEN;
WEI; CUTRIGHT, 2008; MEIGHAN et al., 2011; GUO; XU; MA, 2012). Isso se
deve a baixa concentracdo desse elemento no solo ao inicio do plantio (Tabela
4.2).

A concentragdo de V variou entre 25 e 60 mg/kg de biomassa seca
(Figura 4.17 D). Makuya et al. (2012) estabeleceram valores de V em Cynodon
dactylon variando entre 40 e 90 mg/kg de biomassa seca.

A concentracao de Ni variou de 11 a 40 mg/kg. Entretanto, Turgut et al.
(2004) observaram concentracoes de Ni de cerca de 6,5 mg/kg de biomassa,
para dois diferentes cultivares de girassol (girassol ando cultivar 06710K e
Teddy bear 06712A).

Ja o conteudo de Pb variou de 12 a 44 mg/kg de biomassa seca de
girassol (Figura 4.17 F). Ha, Sakakibara e Sano (2011) estudaram o acumulo
de alguns metais no tecido de Eleocharis acicularisem condi¢des de hidroponia
e o0 conteudo de Zn e Pb determinado foi 213 e 1120 mg/kg de biomassa seca,
respectivamente, para solugdes contendo variadas concentragbes desses
elementos (1, 2 e 4 mg/L).
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A concentracdo de Cr variou entre 12 e 33 mg/kg de biomassa seca
(Figura 4.17 G). J4 o conteudo de Ni variou de 11 a 40 mg/kg de biomassa
seca de girassol (Figura 4.18 E). January et al. (2008) estudaram o acumulo
alguns metais no tecido de girassol variedade sundance em condi¢cdes de
hidroponia e o contetdo de Cr e Ni determinado foi de aproximadamente 6000
e 2500 mg/kg de biomassa seca, respectivamente.

Os resultados apresentados na Figura 4.17 demonstram a ocorréncia de
fitoextracdo dos metais pelo cultivar de girassol utilizado, o que € corroborado
pela literatura cientifica. Adicionalmente, pode-se observar que a adicdo de
fertilizante concorreu para os melhores resultados de acumulo dos metais
analisados nas biomassas. Em geral, os ensaios com 5 individuos, com adicdo
de fertilizante, acumularam as maiores quantidades de todos o0s metais
pesquisados.

Desse modo, o efeito das duas variaveis estudadas divergiu quando se
comparam os dados referentes ao crescimento (Figura 4.16) e ao acumulo de
metais nos tecidos vegetais (Figura 4.17), uma vez que o0s resultados do
crescimento do girassol indicam que os ensaios sem fertilizante e um individuo
foi melhor enquanto os resultados do acumulo de metais indicam que o0s
ensaios com 5 individuos cultivados na presenca de fertilizante foram
melhores. Isso pode ser explicado pelo fato de que a dindmica dos
macronutrientes no solo € bastante complexa, devido a grande quantidade de
reacbes quimicas e biolégicas que influenciam sua disponibilidade para as
plantas (CUNHA, 1985).

Nas Figuras 4.18 a 4.21 estdo compilados os dados referentes as
analises quimicas e microbiolégicas do solo, apés 80 dias do biotratamento.

As remocOes percentuais dos metais pesados do solo, que foram
calculadas considerando as perdas bidticas e abidticas sdo apresentadas na
Figura 4.18. Pode-se observar que o girassol foi capaz de remover todos os
elementos quimicos estudados, embora o percentual de remocédo de cada

metal tenha variado em funcéo das condi¢Ges de tratamento testadas.
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si para o Teste de Tukey (p<0,05).
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Nos tratamentos com 5 individuos, a fertilizacédo favoreceu a remocéao de
Hg (48%), Cd (22%) e Ni (9%). Em relacdo aos elementos Pb e Zn, a andlise
estatistica indicou ndo haver diferenca no emprego de diferentes tratamentos.
A excecdao foi verificada para a remocao de V (15%) que foi melhor na condicéo
de emprego de 1 individuo e suplementacao com fertilizante.

Outros trabalhos também demonstraram o potencial fitorremediador de
Helianthus annuus, embora usando solos artificialmente e exclusivamente
contaminados com metais pesados. Usman e Mohamed (2009) obtiveram
remocdes de Zn (2 a 4%), Cu (1,6 a 3%), Cd (2,6 a 4%) e Pb (0,4 e 1,3%) apés
60 dias de ensaio. Melhores resultados foram obtidos por Chen e Shen (2004)
na remediacdo de solo com adicdo de agente tensoativo (EDTA) alcancando,
apos 53 dias, percentuais de remocédo de 4, 16, 13 e 23%, para Pb, Cu, Zn e
Cd, respectivamente.

A remocdo de mercurio no solo variou entre 11 e 48% (Figura 4.18),
embora este elemento ndo tenha sido detectado na planta (Figura 4.18). Isto
demonstra a efetiva capacidade do girassol de fitovolatilizar esse elemento. A
capacidade de vegetais fitovolatilizar mercario € conhecida (HENRY, 2000).
Nesse tipo de fitorremediacdo, o mercurio € absorvido pelas raizes, convertido
em formas nao toxicas e depois liberado na atmosfera (GHOSH; SINGH,
2005). Trabalho publicado por Carrasco-Gil et al. (2012) indica que, em plantas
da espécie Medicago sativa, o conteado de mercirio nos tecidos vegetais
diminuiu de 2,4 para 0,5 mg/ kg em 3 e 7 semanas de ensaio, respectivamente,
ao passo que o conteudo deste elemento no solo diminuiu de 4,0 para 3,3 mg/
kg de solo no mesmo periodo, indicando que parte do contetdo de mercurio
volatilizou ao longo do tempo. Esse relato ratifica os dados obtidos nesta etapa
experimentou, uma vez que o conteudo de mercurio no solo diminuiu até 48% e
sua presenca nao foi evidenciada nos tecidos vegetais.

Em geral, o emprego de maior numero de individuos e fertilizagédo
proporcionou maior reducdo da concentracdo dos elementos (Hg, Cd, Pb e Ni)
no solo, corroborando a andlise do acimulo de metais nas biomassas (Figura
4.17). Adicionalmente, pode-se inferir que a fitorrmediagcdo com girassol foi
eficiente para remocdo simultinea de diferentes metais de solo co-
contaminado com hidrocarbonetos recalcitrantes, o que dificultaria ainda mais a

sua descontaminagéo.
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Na Figura 4.19 estdo representados os percentuais de reducdo dos
HTPs conduzidos com girassol H3. Foi feita a andlise das médias, calculadas
levando-se em consideracdo as perdas nos controles, pelo teste de Tukey

(p=0,05), obtendo-se coeficiente de variacdo de 15,3%.
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Figura 4.19: Remocdo percentual de HTP’s do solo apés 80 dias de
crescimento de girassol H3. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre

si para o Teste de Tukey (p<0,05).

Todos os tratamentos testados permitiram a remocéo dos HTPs, embora
0S percentuais tenham variado de acordo com as condigdes. Assim como
observado em relacdo aos metais, 0s cultivos na presenca de fertilizante com 5
individuos levaram a uma reducéo mais eficiente no contetdo de HTPs do solo,
de 34% (Figura 4.19).

Segundo Hejazi, Husain e Khan (2003), o teor de HTP nao pode ser
empregado como resposta para quantificar o risco a satde humana e ao meio
ambiente, visto que engloba diferentes tipos de hidrocarbonetos em distintas
propor¢cdes. No entanto, pode ser empregado como uma ferramenta util para
identificagdo do grau de contaminacdo, assim como avaliar o desempenho de
um processo de remediacao.

Resultados similares de remocao de HTP foram descritos por Siciliano e
Germida (1998) para ensaios de fitorremediacdo utilizando forragens.
Entretanto, foram necessarios 20 meses de ensaio para que a remocao de
HTP atingisse 21%. Por outro lado, Moreira et al. (2011) observaram

decréscimo de apenas 3% no contetdo de HTP em sedimento de manguezal,
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apos 90 dias de fitorremediacdo com Rhizophora mangle L. Porém, nestes dois
casos nao havia a contaminagédo simultdnea com metais pesados de elevada
toxicidade. Ademais, a elevada concentracdo de HTP no solo deste estudo
(Tabela 4.2), dos quais 90% relacionados com a MCNR e 10% por
hidrocarbonetos lineares resolvidos de alta massa molecular indica a existéncia
efetiva de hidrocarbonetos degradados, associada a 6leos intemperizados ou a
possiveis aportes cronicos. A auséncia de pristano e de fitano corrobora as
alegacdes de degradacdo do Oleo, pois os alcanos de cadeias lineares séo
mais facilmente biodegradados por microrganismos do que os hidrocarbonetos
ramificados (JUNIOR; GOMES; SORIANO, 2009). O intemperismo é entendido
como o resultado de processos biolégicos, quimicos e fisicos que podem afetar
o tipo de hidrocarbonetos que permanecem no solo (TRINDADE et al., 2005).
Estes processos incrementam a absorcdo de contaminantes organicos
hidrofébicos na matriz do solo, diminuindo a taxa e a extensdo da
biodegradacdo, pelo acumulo, ao longo do tempo, de substancias cuja

biodegradacédo € menos favorecida, justificando a fitorremediacéo.

A Figura 4.20 representa o percentual de remocado dos 16 HPAs
considerados prioritarios pela EPA, ap6s 80 dias de fitorremediagdo com
girassol, levando-se em consideracdo as perdas nos reatores controle. Os
HPAs sdo conhecidos por possuirem grande resisténcia a degradacdo e
dependendo do composto, a meia-vida pode variar de meses a até varios anos
(TRAPIDO, 1999).

Note-se que houve remocao de todos os HPAs analisados, em pelo
menos uma das condic¢des testadas. Em geral, as remog¢8es maximas de HPAs
foram alcancadas no tratamento com maior densidade de vegetal e com adicao
de fertilizante (Figura 4.20), conforme observado para os HTPs (Figura 4.19).
Nesta condicdo (5 individuos com fertilizante), a fitorremediagdo do solo
multicontaminado por girassol foi responséavel por remogbes de HPAs
superiores a 50%, sendo: criseno> benzo(a)antraceno> benzo (a)pireno >
benzo(g,h,i)perileno> pireno. Provavelmente, o aporte de nutrientes inorganicos
pela adicdo do fertilizante estimulou o crescimento do vegetal e a atividade
microbiana no solo, estimulando a atividade fitorremediadora na rizosfera
(OLSON et al., 2008).
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Figura 4.20: Percentuais de remoc¢ao dos 16 HPAs prioritarios do solo determinados nos experimentos conduzidos com girassol H3

apos 80 dias. Médias seguidas de letras iguais néo diferem entre si para o Teste de Tukey (p<0,05).
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Liste e Alexander (2008) determinaram, em 56 dias de fitorremediacao
com o0s cereais Avena sativa e Brassica napus var. radicola, reducdes no
conteudo de pireno de 55,4 e 73,5%, respectivamente, dos quais 18% foram
decorrentes apenas da atividade microbiana e perdas abioticas (ensaios
controles). Entretanto, estes autores desenvolveram 0sS ensaios em solo
artificialmente e exclusivamente contaminado por pireno.

Tejeda-Agredano et al. (2012) utilizaram girassol (H. annuus L. cv. PR
63A90) para fitorremediar uma mistura de solos contendo 6 HPAs, ao longo de
90 dias. Descontando-se as perdas nos ensaios controle (solo ndo plantado),
as remocdes de fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno e criseno
foram de 0, 11, 16, 22, 10 e 41%, respectivamente.

Na Figura 4.21 A, B e C estdo representadas, respectivamente, as
populacbes de bactérias heterotroficas totais, bactérias degradadoras de
hidrocarbonetos e fungos totais, no inicio e ap6s 80 dias, nas diferentes
condicbes de tratamento testadas. Analisando a Figura 4.21 A, pode-se
observar que os numeros de individuos testados ndo promoveu influéncia na
concentracdo de bactérias heterotroficas totais ao final de 80 dias de cultivo.
Entretanto, a suplementacédo com fertilizante exerceu efeito negativo sobre a
concentracdo desse grupo microbiano, sobretudo nos testes conduzidos com
uma planta. Analisando a Figura 4.21 B, pode-se observar que os niumeros de
individuos testados também nao promoveu influéncia na concentracdo de
microrganismos degradadores de hidrocarbonetos ao final de 80 dias de
cultivo. No entanto, a concentragdo desses microrganismos aumentou com a
suplementacdo com fertilizante e uma planta. Nos testes conduzidos com cinco
plantas e suplementacdo com fertilizante, foram observados os menores
resultados de concentracdo de degradadores de hidrocarbonetos, em 80 dias
de processo. Para o caso dos fungos (Figura 4.21 C), nao foi verificada
influéncia da suplementacdo com fertilizante e maiores valores de
concentracdo celular foram observados nos ensaios realizados com um
individuo na auséncia do fertilizante. Esse conjunto de resultados permite
verificar que nas condicbes estudadas, as concentracdes dos grupos
microbianos pesquisados permaneceram elevadas, indicando um ambiente ndo
inibitério ao desenvolvimento celular, e provavelmente a degradacdo dos

compostos organicos. Estudos adicionais sdo necessarios para elucidar o
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papel da densidade populacional do vegetal e da suplementacdo com

fertilizante sobre a dindmica microbiana na fitorremediagéo.
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Figura 4.21: (A) Bactérias heterotroéficas totais, (B) bactérias degradadoras de
hidrocarbonetos e (C) fungos totais, presentes nas amostras de solo antes e ao
final de 80 dias do cultivo de girassol H3. Médias seguidas de letras iguais ndo
diferem entre si para o Teste de Tukey (p<0,05). UFC — unidades formadoras

de colbénias; NMP — niamero mais provavel.
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Muitos autores tém estudado o papel das bactérias na fitorremediacéo,
demonstrando que a interacdo planta-bactéria pode aumentar a degradacao de
poluentes (SICILIANO; GERMIDA, 1998). Marques et al. (2013) demonstraram
que o acumulo de Zn e Cd em tecidos de girassol aumentaram em 67 e 64%,
respectivamente, quando o solo foi inoculado com culturas bacterianas,
indicando a importancia da comunidade rizosférica na fitorremediacdode solo
contaminado com estes metais. Esse incremento na biodegradacéo se deve a
diferentes mecanismos que as bactérias podem desenvolver, como: fixar
nitrogénio atmosférico, sintetizar sider6foros capazes de solubilizar e
sequestrar ferro do solo, sintetizar diferentes fitohorménios, incluindo auxinas e
citoquininas, solubilizar minerais como fésforo e disponibiliza-los para as
plantas, e produzir enzimas que modulam o desenvolvimento do vegetal
(LAMBERT; JOOS, 1989).

A avaliacdo do comportamento da comunidade microbiana no
tratamento de sedimento de manguezal contaminado por hidrocarbonetos de
petréleo, realizada por Ramsay et al. (2000), mostrou que a concentracdo
inicial de bactérias heterotréficas, da ordem de 10° células/g, se manteve
inalterada durante um periodo de 270 dias. Tam e Wong (2008) também nao
observaram aumento da populacdo de bactérias heterotroficas totais durante a
fitorremediacdo de sedimento de manguezal pelo vegetal Aegiceras
corniculatum. Entretanto, Osterreicher-Cunha et al. (2004) constataram declinio
da populagéo bacteriana total, em solo contaminado por gasolina, durante

tratamento por ventilagdo (Bioventing).

4.4 Testes de fitorremediacdo em escala de campo

Os ensaios em campo foram realizados com vistas a validacdo da
alternativa biotecnoldgica de emprego do cultivar de girassol H3 como agente
fitorremediador, considerando os resultados promissores obtidos em casa de

vegetacao.

A literatura reporta que varios fatores, em especial, a densidade, época

de semeadura, e adubacao contribuem para o sucesso do desenvolvimento do
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vegetal (UNGARO et al.,, 2000; BRAZ et al., 2008; THOMAZINI; MARTINS,
2011). Por conta disso, e dado os resultados obtidos em casa de vegetacéo e
da caracterizacdo do solo amostrado em 2011 (relacdo C:N:P de 120:18:1),
nos ensaios em campo foram, novamente, avaliados os efeitos da densidade
do vegetal e da fertilizacdo do solo. Deste modo, foi testada a adicdo de
fertilizante N:P:K (10:10:10) ao solo, apesar do seu alto teor de nitrogénio e
fésforo, em relacdo a maioria dos solos, devido a presenca de biomassa

proveniente da ETE.

No Landfarming, foram realizados trés plantios, com duracéo cada de 90
dias. Independentemente de o periodo ter sido mais ensolarado ou mais
chuvoso, o tempo de inflorescéncia foi semelhante. Ressalta-se que o ciclo do
girassol varia, em média, entre 100 e 110 dias para a producao de gréaos (LIRA
et al., 2009).

A Figura 4.22 (A-J) mostra diferentes periodos do plantio, incluindo o
brotamento das sementes, o desenvolvimento das plantas em varios estagios
até a inflorescéncia atingida com 90 dias (Figura 4.22 | e J). No 14° dia ja era
possivel visualizar as mudas (Figura 4.22 B). Neste ponto, foi feito o desbaste
deixando apenas a muda mais robusta, por cova. Pode-se observar o intenso
desenvolvimento da vegetacdo nativa desde os estagios iniciais do crescimento
do girassol (Figura 4.22, C-D). Contudo, no entorno da planta verificava-se um
crescimento muito reduzido em um raio de até aproximadamente 15 cm. Esta
observacdo confirma dados da Literatura que apontam o girassol como
produtor de substancias inibitérias a alguns vegetais (SILVA, 2009;
ALSAADAWI; SARBOUT; AL-SHAMA, 2011; NIKNESHAN et al., 2011).

Algumas plantas sdo capazes de produzir substancias quimicas com
propriedades que afetam benéfica ou maleficamente outras espécies de
plantas, fendmeno denominado alelopatia (MOLISCH, 1937). Assim, a
alelopatia envolve interacdes planta-planta, planta-microrganismos, e planta-
solo-planta (GNIAZDOWSKA; BOGATEK, 2005).

Estas substancias, denominadas aleloquimicos, sdo encontradas em
diferentes partes da planta e distribuidas em concentracdes variadas durante o

seu ciclo de vida (ALMEIDA et al., 2008). Os aleloquimicos quando liberados
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em quantidades suficientes causam efeitos na germinagdo, no crescimento
e/ou no desenvolvimento de plantas ja estabelecidas e, ainda, no
desenvolvimento de micro-organismos (CARVALHO, 1993). Mas, em geral,
esses compostos apresentam baixa toxicidade aos organismos ndo alvo
(MORALES et al., 2007).

Varios vegetais sdo capazes de produzir aleloquimicos, tendo sido ja
identificados: acidos graxos de cadeia longa, terpendides e esteroides, fenadis,
acido benzoico, acidos organicos, aldeidos, acetonas, acidos organicos (citrico,
malico acético e butirico), naftoquinonas, antraguinonas, quinonas, flavonaides,
lactonas, cumarina, entre outras (REZENDE, 2003). Os aleloquimicos sé&o
encontrados em todas as partes da planta, mas, normalmente, as maiores

concentracfes estdo nas folhas (ALMEIDA et al., 2008).

7

Particularmente, o girassol é uma espécie conhecida pela elevada
capacidade de produzir alelo quimicos como, por exemplo, sequisterpendides
(MACIAS et al., 2003).Uma planta normal apresenta um potencial de 40% de
inibicdo do crescimento de outras plantas, embora essa inibicdo possa ser
aumentada para 50% a 70%, em funcdo de alteracbes nas condicbes de

cultivo.

Interessante ressaltar, ndo ter havido a necessidade da prética de regas
durante os trés plantios realizados. Isto concorre para a implantacdo da
fitorremediacdo como forma de tratamento, ndo s6 por evitar problemas de
ordem operacional, mas, principalmente, por ser o consumo de agua uma

preocupacao mundial.
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Figura 4.22 A-J. Diferentes
estagios de desenvolvimento
do girassol nos testes em
campo.
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Ao final dos ensaios, amostragens de solo e do vegetal foram realizadas
para procedimentos analiticos. Os resultados que a seguir serdo apresentados

correspondem aos valores médios dos resultados obtidos.

Na Figura 4.23 (A e B) sdo apresentadas as massas produzidas do
vegetal para cada tratamento, contemplando as massas de raizes e partes

aéreas.
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Figura 4.23: Massa seca obtida através da média das raizes (A) e do conjunto
das partes aéreas (B) de cada individuo de girassol H3 cultivado por 90 dias
nas quatro condi¢des estudadas. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem
entre si para o Teste de Tukey (p<0,05).
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Os cultivos sem fertilizante induziram a um maior crescimento tanto das
raizes (Figura 4.23 A) quanto das partes aéreas (Figura 4.23 B), ratificando os
resultados observados em casa de vegetacao (Figura 4.16). Logo, pode-se
deduzir que a suplementacdo com fertilizante pode ter sido executada em
excesso, corroborando as alegacdes de Biscaro et al. (2008) sobre efeitos

toxicos do uso excessivo de nitrogénio em cultivos de girassol.

As partes aéreas dos cultivos sem fertilizante foram mais abundantes
nos cultivos com 5 individuos em comparacdo aqueles com 9 individuos
(Figura 4.23 B). Para os cultivos com fertilizante, ndo houve diferenca
estatistica entre os cultivos com 5 ou 9 individuos, sendo o0 mesmo observado
para a quantidade de biomassa radicular dos cultivos sem fertilizante (Figura
4.23 A).

Dentre as inUmeras publicacdes consultadas, nenhuma apresenta dados
para fitorremediacdo com girassol em campo. Também né&o € possivel qualquer
comparacdo com o0s ensaios em laboratério, devido ao crescimento
exacerbado do vegetal ocorrido em campo. Para fins ilustrativos, o girassol, em
campo, alcancou alturas superiores a 150 cm, flores com até 24 cm de
didmetro. Comparativamente, o valor maximo de massa seca do vegetal
determinado em campo (96 g/ individuo) foi aproximadamente 10 vezes maior
daquele obtido nos testes em laboratério (8,5 g/ individuo). A Figura 4.24 ilustra
a notavel diferenca entre as floragbes produzidas em casa de vegetacdo e em

campo.

Figura 4.24: Comparacao entre o desenvolvimento das flores de girassol ao
final dos ensaios em campo (A) e no 70° dia em casa de vegetacao (B).
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Na Figura 4.25 (A a C) estdo representados os contetdos de Zn, Cu e
Cr determinados nas diferentes partes vegetais (caules, flores, folhas e raizes)
obtidas nos ensaios em campo. De um modo geral, para cobre e cromo, o
acumulo ocorreu prioritariamente nas raizes dos girassois. Entretanto, o zinco,
encontrado em maior concentragdo nos tecidos analisados, foi acumulado de
modo similar nos caules, folhas e raizes. Note-se que o perfil de acimulo dos
diferentes metais variou em funcdo do tratamento empregado, ndo sendo
possivel estabelecer qual a condicdo que levou ao maior acumulo,

genericamente.

Os valores dos metais V, Pb, Ni e Cd nos tecidos vegetais ndo foram
apresentados por estarem abaixo do limite de deteccdo do método, embora

tenham sido verificadas as suas remocdes do solo.

Marques et al. (2013) verificaram o acumulo de zinco nas folhas e raizes
de girassol cultivado em solos contendo diferentes concentracdes do metal (0O,
100 e 500 mg/kg) e inoculados com duas bactérias conhecidas como PGPR
(plant growth-promoting rhizobacteria). A menor concentragdo de zinco
detectada nas raizes, de 51+22 mg/kg, foi referente ao experimento conduzido
em solo ndo acrescido do metal e inoculado com a bactéria Chryseobacterium
humi; enquanto o valor maximo, de 443+80 g/kg, correspondeu ao ensaio
realizado no solo acrescido da maior quantidade do metal sem indculo
bacteriano. No que concerne ao conteudo de zinco nas folhas, os autores
determinaram valores variando de 45+37 mg/kg (solo n&o acrescido do metal e
inoculado com C. humi) a 374+31 mg/kg(solo acrescido da maior quantidade

do metal inoculado com C. humi).

Ainda analisando a figura, tem-se que o acumulo de cobre se deu
principalmente nas raizes do girassol (Figura 4.25 B), alcancando o valor
maximo de cerca de 100 mg/kg. Kotschau et al. (2014) também avaliaram o
acumulo de cobre em tecidos de girassol cultivado em solo co-contaminado por
diferentes metais, com concentracgéo inicial de cobre de 51,2 mg/kg. Apos 170
dias de cultivo, os autores determinaram uma concentracdo de cobre nas

raizes de 26,4 mg/kg, ou seja de cerca de 50%.
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Figura 4.25: Conteudos de: A) zinco B) cobre e C) cromo detectados nas
diferentes partes dos vegetais cultivados nas condicfes testadas. Médias

seguidas de letras iguais néo diferem entre si para o Teste de Tukey (p<0,05).
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Ja o acumulo de cromo nas diferentes partes da planta foi o0 menor
dentre os metais analisados (Figura 4.25C). Em geral, a maior quantidade de
cromo foi determinada nas raizes. Em relacdo as outras partes vegetais, 0s
valores maximos de acumulo foram obtidos nas biomassas oriundas do

tratamento com 9 individuos e presenca de fertilizante.

Sung et al. (2011) estudaram o acumulo de cobre, niquel e cromo em
diversas plantas, incluindo girassol, em ensaios de fitorremediacdo com rejeito
da siderurgia. Os autores encontraram concentracdes de Cu, Ni e Cr nos
tecidos vegetais variando entre 25-50, 25-80 e 50-80 mg/kg, respectivamente.

Algumas plantas podem concentrar metais essenciais ou ndo nas suas
raizes e partes aéreas em niveis muito superiores aos presentes no solo
(RASKIN et al., 1994). Entretanto, estes mecanismos de acumulo de metais,
que compreendem a quelacdo extracelular e intracelular, precipitacéo,
compartimentalizacdo e translocagcdo no sistema vascular, sdo ainda pouco
compreendidos.

O conteudo dos 16 HPAs prioritarios, segundo a USEPA, presente nas
folhas, caules, flores e raizes também foi determinado. Entretanto, os valores
apresentaram variagdo nas concentracdes dos elementos, 0 que pode estar
relacionado com a heterogeneidade das amostras, de modo que o tratamento
estatistico dos dados foi impossibilitado. Portanto, para estabelecer o perfil de

distribuicdo dos HPAs nos tecidos vegetais foi concebida a Tabela 4.6.

Foram detectados 10 HPAs nas amostras de tecidos vegetais. Nao foi
detectado nenhum HPA nas amostras de caules de nenhum dos 4 tratamentos.
Apenas 0 ensaio com 9 plantas sem fertilizante apresentou conteudo
guantifichvel de HPAs nas flores. Além disso, os tecidos vegetais referentes

aos ensaios com 5 plantas com fertilizante ndo continham nenhum HPA.

Note-se que fenantreno, antraceno e pireno apareceram, mais
frequentemente, nas amostras de tecido vegetal. Adicionalmente, pode-se
concluir, observando a Tabela 4.6, que eles se concentraram principalmente

nas raizes produzidas nos ensaios sem fertilizante.
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Tabela 4.6: Distribuicdo dos HPAs presentes nas amostras de tecidos vegetais

obtidas a partir dos cultivos de girassol em campo nas diferentes condi¢des de

ensaio
5 plantas 9 plantas
N° de |Sem Com Sem Com
anéis |fertilizante fertilizante fertilizante fertilizante
PA |y | 4% | i R
Naftaleno 2 X X
Acenafteno 3 X
Fluoreno 3 X
Fenantreno 3 X X X
Antraceno 3 X X X
Fluoranteno 4 X X
Pireno 4 X X X
Benzo[a]antraceno |4 X
Benzo[b]fluoranteno |5 X X
Benzo[a]pireno 5 X
Nota: R raizes; - folhas e

As concentracdes de fenantreno encontradas nas raizes dos girassois
cultivados na auséncia de fertilizante foram de 125 e 735 pg/kg para os cultivos
com 5 e 9 plantas, respectivamente. JA& as concentragcbes de antraceno
encontradas nas raizes dos girassois cultivados na auséncia de fertilizante

foram de 161 e 517 pg/kg para os cultivos com 5 e 9 plantas, respectivamente.

Em relacdo ao pireno, as concentracbes do mesmo encontradas nas
raizes dos girassois cultivados na auséncia de fertilizante foram de 565 e 1129
Mg/kg para os cultivos com 5 e 9 plantas, respectivamente. Esses numeros
revelam que a maior densidade de individuos favoreceu o acumulo desses trés

HPAs nas raizes, sempre, sem adi¢ao de fertilizante.

Nao foram encontrados relatos na literatura consultada sobre acimulo

de HPAs em tecidos de girassol, o que impede a anadlise criteriosa dos
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resultados obtidos. Para fins comparativos, a seguir sdo apresentados

resultados de acumulo de HPAs com emprego de outros vegetais.

Zhu e Zhang (2008) observaram o acumulo de fenantreno e pireno na
biomassa de Lolium multifflorum obtida ap6s um ensaio de 288 dias de
fitorremediacdo. As concentracbes de fenantreno e pireno encontradas nas

raizes da graminea foram de 1630 e 31400 pg/kg de tecido, respectivamente.

Sun et al. (2011) também determinaram o acumulo de B(a)P em tecidos
vegetais de plantas cultivadas em solo co-contaminado com metais (Cd, Cu e
Pb). Os autores realizaram experimentos com a planta da espécie Tagetes
patula em solos contendo diferentes concentragdes iniciais dos contaminantes,
em diferentes combinacdes entre elas. Apos 92 dias de ensaio, foi determinada
a concentracao de B(a)P nos diferentes tecidos. Os autores observaram que a
concentracdo de B(a)P nas raizes foi de 1,8 mg/kg, na menor concentracéo
deste HPA no solo (2 mg/kg de solo), aumentando até o valor de 22,6 mg/kg,
na maior concentracdo (50 mg/kg de solo). Os autores observaram também
gue a concentracdo dos contaminantes nos tecidos das raizes foi superior a

determinada nas partes aéreas da planta.

Paralelamente, foram realizadas quantificacbes quimicas e
microbiolégicas no solo coletado ao final do ensaio. A Figura 4.26 apresenta a
remocao de metais pesados do solo ap6s tratamentos por fitorremediacdo. Os
resultados sdo expressos em percentual de remocdo levando-se em
consideracdo as perdas nos ensaios controle. Verifica-se que a presenca do
girassol promoveu aumento da remocao dos metais analisados. E assim como
observado anteriormente, a remocdo de cada metal variou em funcdo da
condicdo de ensaio aplicada. De um modo geral, a condigdo que permitiu a
remogdo maxima da maioria dos metais foi com 5 individuos na auséncia de
fertilizante, com excecédo do mercurio que foi removido com maior eficacia no

cultivo com 5 individuos com adicéo de fertilizante.
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Figura 4.26: Remocéao (%) de metais do solo apos fitorremediagdo com girassol
nos ensaios em campo para as diferentes condi¢cdes estudadas. Médias

seguidas de letras iguais ndo diferem entre si para o Teste de Tukey (p<0,05).

A remocao de mercurio variou entre 26 e 44%, nos diferentes ensaios
realizados (Figura 4.26), sendo maxima nos experimentos com 5 individuos na
presenca de fertilizante, embora nessacondi¢cdo, ndo tenha sido detectada a
presenca desse elemento na biomassacoletada. De acordo com Ali, Khan e
Sajad (2013) o mercurio pode ser absorvido do solo pelo vegetal, convertido
em formas volateis e fitovolatilizado para a atmosfera. Por isso, esse uso da
fitorremediagédo é muito limitado e controverso, uma vez que este elemento é
transferido do solo para a atmosfera e retorna ao solo através da precipitacéo
(HENRY, 2000).

As remocgdes de chumbo, niquel, cromo, cobre e zinco variaram entre 12

e 35%;0 e 8%; 7 e 32%; 0 e 11% e; 6 e 35%, respectivamente, com seus
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valores maximos sendo alcancados no ensaio sem fertilizante com 5 individuos
(Figura 4.26).

Tarig e Ashraf (2013) utilizaram girassol na fitorremediagdo de solo
proveniente de um campo de tiros das forcas armadas do Paquistao
contaminado por metais, em casa de vegetacdo. Os autores observaram que
apos o ensaio, houve remocao de cobre (27%), chumbo (49%) e niquel
(26,5%).

Segundo Coutinho e Barbosa (2007), o cromo é um metal bastante
utilizado em curtumes, contaminando a agua utilizada e que nem sempre €
reciclada. Preocupados com o destino dessa &agua, tém sido testadas
alternativas para tratamento e recuperacdo dos efluentes residuais do
processo. Estudos realizados por Alvarez et al. (2004) indicam que as plantas
aguaticas possuem tolerancia a metais, como foi demonstrado pelo lirio
aquatico, que apresentou uma elevada taxa de crescimento e importante
capacidade de absorver metais pesados pelo seu sistema radicular. Os autores
testaram 4 efluentes de curtumes que utilizam o cromo e mostraram que essa
planta possui uma eficiéncia de cerca de 75% na descontaminacdo dos

mesmaos.

Bharti e Banerjee (2012) obtiveram remocdes de cobre pelas macroéfitas
Azolla pinnata e Lemma minor, em sistema hidropdnico, de 93 e 98,8%,

respectivamente.

Babu, Kim e Oh (2013) observaram uma remocao de 64% do conteudo
de zinco apés cultivo de Alnus firma inoculada com a bactéria endofitica

Bacillus thuringiensis GDB-1.

Os teores de HTP nos solos amostrados no 90° dia de biotratamento
para cada condicado experimental ensaiada sdo mostrados na Figura 4.27. Os
valores nado variaram em funcdo das condicbes empregadas, sendo o0s
percentuais de remocdo de HTPs semelhantes, em torno de 80%. Os
percentuais de remocgéo foram calculados considerando os dados referentes
aos respectivos ensaios nas subcélulas controle, logo, indicam o efeito apenas
do vegetal na remocdo de hidrocarbonetos. Valores semelhantes foram

observados por Moreira et al. (2012), que cultivaram Avicennia schaueriana por
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90 dias para fitorremediar sedimento de manguezal contaminado com HTPs,
em casa de vegetacdo. Considerando os resultados obtidos (Figura 4.27),
pode-se concluir que a presenca do girassol favorece a remocédo de HTP,

corroborando as informacdes levantadas nos experimentos realizados em casa
de vegetacéao.
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Figura 4.27: Concentracdo de HTP residual nos solos submetidos aos
diferentes ensaios de fitorremediagéo realizados na area do Landfarming com

girassol. Médias seguidas de letras iguais nao diferem entre si para o Teste de
Tukey (p<0,05).

E possivel observar ainda, na Figura 4.27, uma linha referente aos
valores de intervencao (I) e de alerta (T) segundo a legislacédo holandesa. O
valor de intervencgdo (I) indica um nivel de qualidade do solo acima do qual
existem riscos para a saude humana e para o ambiente. A ultrapassagem
desse valor indica a necessidade de implementacdo, na area avaliada, de

acOes voltadas para a sua remediacdo. Ja o valor de alerta (T) € um valor
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meédio entre o valor de intervencao e o valor de referéncia (valor que indica um
nivel de qualidade do solo que permite considera-lo “limpo”, considerando-se a
sua utilizacdo para qualquer finalidade) ideal para os dois primeiros S e |. Ele
indica que ja ocorreu uma certa alteracdo que diminuiu, ainda que pouco, as
propriedades funcionais do solo, sendo necessaria uma investigacao detalhada
na area para quantificacdo dessa alteracdo. Como o valor de referéncia &€ muito
baixo, ndo foi representado na Figura 4.27. Entretanto, observando a Figura
4.27 é possivel concluir que a presenca do girassol foi determinante para que a
concentracdo de HTPs fosse reduzida para valores muito abaixo do limite de

intervencao e préximos (pouco acima) do limite de alerta.

Nos testes em campo, as concentracdes de HPAs nas amostras de solo
coletadas das sub-células teste e controle, ficaram abaixo do limite de
guantificacdo (em média 5 pg/kg), por isso os dados nao foram compilados em
figura. Estes resultados s&o muito menores do que aqueles encontrados para o
solo antes do tratamento, visto que, inicialmente, a concentracdo de HPAs era
de 6,8 mg/kg. (Tabela 4.2).

Por outro lado, trabalho publicado por Tejeda-Agredano et al. (2012)
indicou que o cultivo de girassol em solo contaminado com 6 HPAs (fluoreno,
fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno e criseno) incrementou a
descontaminacdo em relacdo aos ensaios sem a planta. Os autores
determinaram que, apds 90 dias de cultivo, a concentracao 26HPAs reduziu de
21,7 para 1,5 mg/kg, enquanto a concentragdo final nos ensaios sem vegetal
foi de 5,0 mg/kg. Isso significa que nos ensaios na presenca de girassol a
remocgao da 26HPAs foi de 93%, dos quais 77% sao referentes a atividade
microbiana. Os 16% restantes foram atribuidos a presenca do girassol, que
pode ter atuado favorecendo a atividade microbiana ou absorvendo os HPAs

presentes no solo. Entretanto, € importante salientar que o0s autores nao

evidenciaram a presenca desses HPAS nos tecidos vegetais.

Liu et al. (2014) também observaram remocéao de praticamente 100% de
8 HPAs (fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno e dibenzo(a,h)antraceno) pesquisados em
amostras de solo fitorremediado com a planta “Fire Phoenix”, por 150 dias.

Wang et al. (2014) conseguiram resultados similares através do uso de trés
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plantas de manguezais em ensaios realizados com sedimento contaminado
com diferentes concentracbes de 8 HPAs distintos (fluoranteno,
fluorenofenantreno, antraceno, pireno, criseno, benzo(k)fluoranteno e

benzo(a)pireno).

Outra hipétese para a auséncia dos HPAs nas amostras coletadas ao
final do ensaio € que o meio fisico local € bastante heterogéneo e que as
determinacdes ficaram estatisticamente comprometidas, o que poderia ser
verificado com a execucdo de um maior niumero maior de amostragens ou

testes. Isso nao foi possivel considerando as limitacdes de tempo e financeiras.

A distribuicdo das populacdes de bactérias heterotréficas totais,
bactérias degradadoras de hidrocarbonetos e fungos totais nas amostras de
solo coletadas nas sub-células teste e controle, apdés 90 dias de

fitorremediacéo, sdo mostradas na Figura 4.28 A a C.

O numero de bactérias heterotréficas totais permaneceu em torno de 10°
UFC/g de solo em todos os ensaios (Figura 4.28 A). De acordo com o Teste de
Tukey, ndo houve diferenca estatistica entre os valores obtidos nas diferentes
condi¢cBes ensaiadas, diferentemente do que aconteceu na etapa de laboratorio

em que os valores variaram em até duas ordens de grandeza (Figura 4.21A).

Ja4 a populacdo de bactérias que metabolizam os hidrocarbonetos
permaneceu em torno de 10* NMP/g de solo, entretanto, os ensaios na
presenca de girassol apresentaram aumento no numero desse tipo de
microrganismo de uma ordem de grandeza (Figura 4.28 B). Nesse caso, €
possivel observar que os resultados do ensaio em campo divergiram daqueles
verificados em casa de vegetacdo (Figura 4.22B), em que a presencga do

girassol aumentou em até trés ordens de grandeza o numero dessas bactérias.
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Figura 4.28: Variacdo das populacdes de bactérias heterotréficas totais (A),
bactérias degradadoras de hidrocarbonetos (B) e fungos totais (C) no solo para
tratamentos por fitorremediacdo com girassol realizados na area do
Landfarming. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si para o
Teste de Tukey (p<0,05). UFC — unidades formadoras de colénias; NMP —

namero mais provavel.
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De acordo com andlise estatistica, os fungos foram os microrganismos
gue mais variaram, no solo, em funcdo do tratamento empregado, sendo seu
maior nimero alcancado nos ensaios com 9 plantas, sem fertilizante (9,5 x 10*
UFC/g de solo). Varios autores relataram o papel relevante dos fungos na
fitorremediacdo (CITTERIO et al., 2005; LI et al. 2009; SHEN; CHRITIE; LI,
2006). Hassan, Hijri e St-Arnaud (2013) avaliaram o papel dos fungos
micorrizicos Rhizophagus irregulares e Funneliformes mosseae na absorcao de
cadmio, zinco e cobre emcultivo de girassol por 70 dias. Os autores
observaram que as plantas de girassol inoculadas com R. irregulares
acumularam mais 62 mg de cadmio do que aquelas sem o fungo. Ja os cultivos
de girassol inoculados com F. mosseae acumularam 350 e 700 mg a mais de

zinco e cobre, respectivamente, do que aqueles sem o fungo.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir:

Ensaios em casa de vegetacao

e Os cultivares de girassol (Helianthus annuus L.) - M, P, H2 e H3 foram
capazes de germinar e se desenvolver em solo multicontaminado por metais
e hidrocarbonetos, sendo a taxa germinagdo superior a 85% e o tempo

médio de germinacao de 5 dias.

e A maior producéo de biomassa vegetal foi obtida com o cultivar P, embora o
emprego do cultivar H3 tenha proporcionado o maior acimulo de vanadio,
niquel, chumbo e cobre. Ja para o acimulo de cadmio, o Teste de Tukey

nao apontou diferencas significativas entre os cultivares testados;

e A remogédo de metais do solo variou em fungdo do cultivar de girassol
empregado, com excecao do cadmio que foi totalmente removido por todos

0s cultivares testados, provavelmente, devido a seu baixo teor inicial no solo;
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¢ A remocdo maxima de vanadio do solo foi cerca de 40% (cultivares H3 e P).
O cultivar H3 removeu a maior quantidade de niquel (48,5%) e chumbo
(60,5%). E a remocdo maxima de cobre, de 73,5%, foi alcancada pelo

cultivar H2;

e Aremocado de HTP do solo foi de aproximadamente 10% nos ensaios de
fitorremediacdo com cultivares M, P e H2, e de 15% pelo emprego do cultivar
H3;

e A remocdo maxima do hidrocarboneto poliaromatico (HPA)

benzo(a)pireno (B(a)P), de 52%, foi alcancada no solo com o cultivar H3;

e Em comparacdo aos ensaios controle, as populacdes de BHT, BDH e
fungos apresentaram aumentos na presenca do girassol de uma a duas ordens

de grandeza, particularmente, nos ensaios realizados com o cultivar H2;

e Dentre os cultivares testados, H3 exibiu maior robustez e melhor

eficiéncia de descontaminacao;

e Em experimentos de 80 dias, a producdo de biomassa vegetal foi maxima
nos cultivos realizados com um individuo sem adicdo de fertilizante,
enquanto o acumulo dos contaminantes na biomassa obtida variou de

acordo com a substancia avaliada;

e Entretanto, a presenca de fertilizante incrementou a capacidade de acumular

e remover 0s contaminantes do solo;

e Genericamente, os valores maximos de metais e hidrocarbonetos no tecido
vegetal foram determinados na biomassa referente ao tratamento com cinco
individuos na presenca de fertilizante: HTP (34%), criseno (93%),
benzo(a)antraceno (75%), B(a)P (67%) e Hg (48%);

e Para o biotratamento com cinco individuos e fertilizacdo, foram detectados
acumulos na biomassa vegetal de: cobre (175 mg/kg), zinco (18 mg/kg),
cadmio (0,6 mg/kg), vanadio (60 mg/kg), niquel (40 mg/kg), chumbo (44
mg/kg) e cromo (33 mg/kg).
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Ensaios em campo

e A producdo de biomassa vegetal foi maxima nos cultivos realizados com

cinco individuos sem adicéo de fertilizante;

¢ O perfil de acumulo dos diferentes metais nas biomassas vegetais variou em
funcdo do tratamento empregado, mas, de maneira geral, a remocao de

metais foi maior nos ensaios sem fertilizante;

e Genericamente, para cobre e cromo, 0 acumulo ocorreu prioritariamente nas
raizes dos girassois. Entretanto, o zinco, encontrado em maior concentracao
nos tecidos analisados, foi acumulado de modo similar nos caules, folhas e

raizes;

e Os valores dos metais vanadio, chumbo, niquel e cadmio nos tecidos
vegetais estavam abaixo do limite de detec¢do do método, embora tenham
sido determinadas as suas remoc¢des do solo;

e Os HPAs fenantreno, antraceno e pireno apareceram, mais frequentemente,
nas amostras dos tecidos vegetal, concentrando-se principalmente nas
raizes produzidas nos ensaios sem fertilizante, independentemente do

numero de individuos cultivados;

e No solo, a remocdo de HTPs foi estatisticamente igual para todos os
tratamentos realizados (aproximadamente 80%) e nao foi possivel detectar

os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS), decorridos 90 dias;

Em termos gerais, a fitorremediacdo empregando girassol é uma
alternativa promissora para o tratamento de solos multicontaminados por

metais pesados e hidrocarbonetos.
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CAPITULO 6

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudos de fitorremediacdo com girassol em solo multicontaminado sao
necessarios para auxiliar no melhor entendimento da distribuicdo de
contaminantes nos tecidos vegetais, particularmente dos HPAs. Para tanto, se
faz necessario um aprimoramento da metodologia de extracdo destas

substancias da biomassa vegetal produzida.

Ademais, se faz necessaria a extensdo desse estudo na area de
producdo de biodiesel utilizando as sementes produzidas durante os ensaios
de fitorremediacdo. Desse modo, pode-se determinar a presenca de metais
pesados no Oleo obtido a partir das sementes de girassol produzidas nos

ensaios de fitorremediagao.
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