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RESUMO

A tecnologia de biorremediacdo de areas contaminadas por hidrocarbonetos do petréleo vem
sendo largamente pesquisada em todo mundo, em virtude da elevagdo dos acidentes ambientais
ocorridos em escala mundial e a necessidade do desenvolvimento de tecnologias com baixo
custo e alta eficiéncia de remocdo. A ciéncia das condi¢ches ideais para remocdo de
contaminantes do meio € de fundamental importancia para a eficiéncia da tecnologia. O presente
trabalho teve por objetivo central otimizar as condigdes ambientais (pH e umidade) para a
metabolizacdo do 6leo diesel B5 presente no solo coletado no Parque Natural do Gericino,
utilizando para tal o teste de respirometria de Bartha preconizado pela NBR 14283. Foram
coletadas quatro amostras de solo do Parque, sendo realizada a caracterizacdo fisico-quimica e
bioldgica, seguida da Respirometria durante 15 dias no solo que apresentou as condi¢cbes mais
favoraveis para o processo. Observou-se gque a composicdo vegetal heterogénea do Parque
possui forte influéncia sobre as condigdes fisico-quimicas e bioldgicas do solo. Dentre as
amostras analisadas, o P2 apresentou as melhores condi¢cfes para a biorremediacao, no que diz
respeito o pH do meio, umidade, granulometria, textura das particulas do solo e populacdo
microbiana. Através do Planejamento Fatorial 22 foi possivel concluir que o processo ocorreu
mais rapidamente em 60% da capacidade de campo e pH= 6,5. Para ratificar os resultados
encontrados na respirometria, recomenda-se a analise de dleos e graxas do solo ap6s os 15 dias
de experimentos, a fim de quantificar o éleo residual.

Palavras-chave: biorremediacdo, contaminacao, solo, micro-organismos.
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ABSTRACT

The technology of bioremediation of contaminated by petroleum hydrocarbons has been widely
researched in the world, due to the rising environmental accidents occurring on a global scale
and the need to develop technologies with low cost and high removal efficiency. The science of
ideal conditions for the removal of contaminants from the environment is of fundamental
importance for the efficiency of the technology. This study aimed to optimize central
environmental conditions (pH and moisture) for the metabolism of diesel B5 present in soil
collected in the Natural Park of Gericiné there of using the Respirometry Test Bartha advocated
by NBR 14283. Four samples were collected from soil Park, and performed the physical-
chemical and biological Respirometry followed by 15 days in soil showed the most favorable
conditions for the process. It was observed that the composition of vegetable heterogeneous
Park has a strong influence on the physico-chemical and biological soil properties. Among the
samples, P2 had the best conditions for the bioremediation, as regards the pH, moisture content,
grain size, texture of soil particles and the microbial population. Through the Planning Factor 2°
was possible to conclude that the process occurred more rapidly in 60% of field capacity and pH
= 6.5. To confirm the results found in respirometry, we recommend the analysis of oils and
greases soil after 15 days of experiments in order to quantify the residual oil.

Keywords: bioremediation, pollution, soil micro-organisms.
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1. INTRODUCAO

O crescente desenvolvimento econdmico observado, sobretudo, a partir da década de 70
no Brasil, estimulou toda cadeia produtiva de petrdleo e seus derivados, desde a
prospeccdo desse combustivel fossil, passando pela exploracéo, refino e comercializagéo.
Junto ao desenvolvimento econdmico, chegaram também as preocupagdes com o
potencial de contaminagdo de solo e &gua subterranea, por vazamento em tubulacfes de
dutos e tanques de combustiveis.

Os postos de abastecimento sdo significativos pontos de contaminacdo de solo e agua,
sobretudo pelo processo de oxidacdo. Em decorréncia da poluicdo provocada por esses
combustiveis, a legislacdo visando a qualidade do solo nas areas de influéncia dos postos
evoluiu, a exemplo da Resolucdo CONAMA 273, que dispBe sobre operagéo e instalagdo
de pontos de abastecimento. Existe uma obrigatoriedade por parte dos Orgdos
fiscalizadores, do licenciamento de postos de abastecimento.

A contaminagao por hidrocarbonetos do petrdleo e seus derivados tornou-se crescente nos
dias atuais, alvo de estudos em Universidades e Centros de Pesquisas direcionados a
saneamento ambiental e recuperacdo de areas contaminadas.

Uma vez atingindo o solo, o combustivel pode estabelecer-se em diferentes estados
fisicos no ambiente. Dependendo do constituinte do hidrocarboneto, esse podera ser
soluvel em agua, possuir capacidade de aderéncia em particulas do solo ou ser liberado
para atmosfera em forma de gas. Alguns contaminantes podem interagir com
componentes do solo, resultando em alteracbes de suas caracteristicas e modificando o
seu comportamento no ambiente (MILLIOLLI et al 2008).

O tratamento de solos contaminados inclui processos quimicos, fisicos e bioldgicos.
Durante décadas, algumas tecnologias foram testadas com a finalidade de obter uma
técnica com menor custo e maior potencial de descontaminacgdo. Varios métodos podem
ser empregados para remocdo dos hidrocarbonetos do ambiente, conforme verificado na
literatura, tais como extracdo por vapor, bombeamento e biorremedia¢do. Essa Ultima é
definida como uma tecnologia para tratamento de areas contaminadas utilizando agentes
microbiolégicos, os quais, por meio do seu proprio metabolismo, conseguem transformar
0 contaminante em componentes menos tOXicos ou sem risco para 0 meio ambiente
(GAYLARDE et al., 2005). A sua principal vantagem é o fato de apresentar baixo custo
guando comparado aos tratamentos convencionais.

A atividade microbiana tem sido alvo de diversos estudos que visam melhorar as
condigdes de degradagdo do contaminante, utilizando manipulacdo dos parametros fisico-
quimicos do ambiente. A otimizacdo das varidveis envolvidas nos processos microbianos

torna a biorremedicao mais eficiente em menor periodo, reduzindo custos.
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Para o monitoramento da atividade microbiana, podem ser utilizadas metodologias tais
como a respirometria, a qual possibilita o acompanhamento do processo de
biodegradacdo por meio de um sistema aerébico, onde quanto maior a quantidade diéxido
de carbono produzido e oxigénio consumido, maior € a degradacdo do constituinte
orgéanico pelos micro-organismos do solo. No presente trabalho foi utilizado como
ferramenta para avaliagdo de solo contaminado com Biodiesel B5 o método de
Respirometria de Bartha, recomendado pela NBR 14283 (ABNT, 1999) para
determinacdo da biodegradacéo.

1.1 Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo utilizar a Respirometria de Bartha para avaliagdo
das condigbes 6timas para a biorremediacdo de solo contaminado artificialmente por
diesel B5. Para tal, foram tracados os seguintes objetivos especificos:

Realizar a caracterizagdo do solo coletado na area de estudo a fim de alcancar 0s
melhores resultados na biorremediacao;

Avaliar e otimizar as taxas nutricionais (pH e umidade) através do método respirométrico
de Bartha, padronizado pela Norma NBR 14283;

Monitorar a atividade microbiana por meio da respiracdo aerébica dos micro-organismos.

14



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Solo

Trata-se de um compartimento do ambiente, resultante do processo de intemperismo da rocha
matriz, o qual é diferenciado por horizontes de constituintes minerais e organicos, de
profundidade variavel, podendo diferir em propriedades fisicas e constituicdo, propriedades
quimicas e composicao e caracteristicas bioldgicas (MEURER, 2000).

O solo €é constituido por uma fase solida, com particulas minerais, liquida, onde se pode
observar a presenca de adgua adsorvida e interparticula, e a fase gasosa, onde seus principais
constituintes sdo CO, e O,. De uma forma geral, a proporcéo de constituintes do solo varia de
acordo com a profundidade e localizacdo geogréfica (JENNY, 1941).

Os principais fatores que influenciam as propriedades qualitativas do solo séo: o tipo de rocha-
mae, responsavel pelo contetdo mineral e as proporcdes relativas das fracGes de areia, silte e
argila; o ajuste geomorfoldgico, que tem relacéo direta sobre a distribuicdo do tamanho do grao;
o tempo, interferindo no periodo de exposicdo ao intemperismo; 0s organismos, que
influenciam na fertilidade do solo e ciclagem de nutrientes; e acBes antropicas
(ASWATHANARAYANA, 1995 apud CHAGAS-SPINELLI, 2007).

Em suma, o solo é uma mistura complexa de constituintes organicos e inorganicos, sendo 0s
principais responsaveis pelas atividades quimicas existentes, incluindo a capacidade do solo em
aprisionar os contaminantes. Segundo HARAYAMA (1997), as fracGes do solo capazes de
tornar os contaminantes ndo disponiveis a biodegradacdo sdo a superficie mineral e a matéria
organica.

A fracdo mineral do solo apresenta-se em uma escala de tamanho denominada granulometria,
podendo variar desde particulas grosseiras, como os cascalhos, até particulas extremamente
pequenas, como € o caso dos argilominerais. Esses Gltimos, em sua maioria, possuem superficie
eletronegativa, conferindo uma diferenca de carga que permite a troca ibnica,
consequentemente, o aprisionamento de compostos. Dessa forma, quanto mais argiloso é o solo,
maior serd a capacidade conferida para adsorver compostos e tornd-lo indisponivel a
degradacéo.

A matéria organica presente no solo, por sua vez, € um fator que influencia diretamente na
degradagdo do contaminante, uma vez que apresenta elevada afinidade com este. Essa
corresponde as particulas produzidas pela decomposicdo de restos de plantas e animais,
constituidos por grupos funcionais complexos como anéis aromaticos, insaturados, carboxil,
hidroxil fendlico, dentre outros. Esse grupos funcionais possibilitam a troca idnica do solo
(JENNY, 1941).
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O processo de formacdo do solo foi descrito por ROCHA et al (2004) e apresentada na figura
2.1.

Rocha Mairz |
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Formagio da aimesfera

— Cerca de 45 bilhdesde
ARRT
I miemp erisma
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no = ARES
Resid wes vegriais Cerca de 400 milkéesde
® animais — anos

l Decompasicio por bicieriasmicre rgan Eme

M aieria erginica

2.1.1 A participagdo dos micro-organismos na degradagao de hidrocarbonetos

O solo possui uma grande diversidade de micro-organismos, tais como bactérias, fungos,
microalgas e protozoarios (tabela 2.1). A presenca e distribuicdo desses variam de acordo com
o tipo e profundidade do solo.

Dentre a populacdo microbiana, as bactérias estdo envolvidas em quase todas as
biotransformacbes que ocorrem no solo, incluindo o metabolismo de compostos organicos e
inorganicos. De acordo com a sua prevaléncia e diversidade sobre os demais micro-
organismos, também como sua elevada taxa de crescimento e adaptabilidade, esses micro-
organismos apresentam uma capacidade quase ilimitada na degradacdo de compostos naturais,

além de xenobidticos recalcitrante. Por outro lado, os fungos filamentosos e leveduras sao
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importantes componentes na degradacdo de compostos complexos e em processos de
decomposicdo de material organico sob condigfes de estresse ambiental, como, por exemplo,
pH &cido, que comumente limita o crescimento bacteriano (PEPPER et al., 2006). Em muitos
casos, os fungos tornam-se mais eficientes que as bactérias nos processos de degradacdo de
contaminantes, por obter uma capacidade de sobreviver sob condi¢cGes ambientais adversas
(LEMOS et al., 2008).

Durante o metabolismo aerdbico, as bactérias utilizam o oxigénio como receptor de elétrons,
processo no qual toda molécula de carbono € oxidada até didxido de carbono, concomitante a
producdo de adenosina trifosfato (ATP). Por outro lado, existe uma parcela menor desses
micro-organismos capazes de obter energia por outra via metabolica denominada respiracao
anaerdbica, um processo de fosforilagdo oxidativa utilizando como aceptores de elétrons
moléculas de NO3 e SO,- (CAMPBELL e LEWIS, 1967). A obtenco de energia por reducéo
é menos eficiente quando compara aquela obtida utilizando oxigénio. Entretanto, o processo
representa uma alternativa que pode permitir a sobrevivéncia do micro-organismo quando a
disponibilidade de oxigénio no ambiente é reduzida. Segundo DIAZ (2004), a degradacéo
microbiana do petroleo e seus produtos refinados é muito mais rapida em condicdes aerdbicas

quando comparado as condicdes anaerdébicas.

Tabela 2.1 Densidade das populagdes microbianas presentes na superficie do solo por m?.

Microrganismos Populagdo (n2 celulas/g de solo)
Bactérias 108 - 109
Fungos 105 - 106
Algas 104 - 105

Fonte: TRINDADE (2002).

Em relacdo aos componentes do petroleo, a maior parte € biodegradavel. A presenca de
hidrocarbonetos em toda a biosfera ¢ um dos fatores que justifica a capacidade de muitos
micro-organismos em utilizar esses compostos como matriz para crescimento (TONINI et al.
2010).

A molécula de hidrocarboneto é quebrada resultando em um composto mais simples,
intermediario na via metabolica. A suscetibilidade dessas moléculas & degradacéo vai variar de
acordo com a concentracdo do poluente e com o tamanho da molécula de hidrocarboneto
(CHOSSON et al. 1991 apud TONINI et al. 2010).
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2.1.2  Efeitos ambientais na degradacéo de hidrocarbonetos

E consenso entre os autores que a biodegradacio do contaminante no solo dar-se, sobretudo,
por meio das vias metabdlicas de bactéria e fungos. Caracteristicas como variabilidade
genética, crescimento rapido e facilidade de aclimatagdo em diversos ambientes fazem
desses seres alvos de estudos de biorremediacéo.
A otimizacdo de parametros tais como pH, nutrientes, oxigénio, umidade e temperatura
possibilita o maior desempenhos desses micro-organismos. A maxima eficiéncia na
degradacdo levara a formacédo de CO, e agua.

+«+ Disponibilidade de oxigénio
Em condicGes aerdbicas, a biorremediagdo ocorre com maior velocidade. Diferentes tipos e
estratos do solo apresentam variagdo na disponibilidade desse gas, o que influencia
diretamente no processo.

% Presenca de matéria organica
A presenca de matéria organica no solo possui duas vertentes que influenciam na degradacao
do contaminante. Primeiramente, a ocorréncia de cometabolismo, fendbmeno no qual o micro-
organismo utiliza componentes da aderidos na matéria organica como fonte alternativa de
substrato, que da suporte ao crescimento da populacdo microbiana.

+« Disponibilidade de nitrogénio e fdsforo

Bactérias heterotroficas e fungos utilizam carbono como principal fonte para obtencdo de
energia. Entretanto, é fundamental a presenca de macronutrientes como nitrogénio e fosforo.
A auséncia dessas moléculas no ambiente pode resultar na reducdo do crescimento
microbiano, conforme relatado em ATLAS e BARTHA (1972) apud PEREIRA et al. (1996).

s Temperatura
A temperatura varia de acordo com o ambiente e sazonalidade e esse fator influencia na
velocidade catalitica das enzimas durante as reacdes metabdlicas. Em geral, temperaturas
Gtimas para a degradacdo estdo na faixa entre 20 e 35°C.

% pH
De uma forma geral, a faixa 6tima de potencial hidrogenidnico para degradacdo esta entre
6,0 e 8,0, sendo que os fungos sdo mais tolerantes a ambientes acidos.

% Umidade
Na auséncia de agua as reacdes metabolicas tornam-se invidveis. O teor de umidade é
conhecido em % ou pF (logaritmo da altura da coluna de 4gua em cm, que representa a
pressdo). Ao contréario do que se pensa, umidade 6tima no solo nem sempre corresponde as
condigdes ideais para o desenvolvimento dos micro-organismos, indicando que varios fatores
interagem para fornecer a umidade adequada, sendo o extremo prejudicial a atividade

microbiana.
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< Gases

A aeracdo e a umidade sdo inversamente proporcionais no solo, devido ao movimento da agua
e substituicdo do espaco nos poros. A concentragdo do dioxido de carbono € de 10 a 100 vezes
maior na atmosfera do solo, em consequéncia da respiracdo das raizes e micro-organismos,
gue consomem o oxigénio e produzem CO,. Na medida em que se aprofunda nos extratos do
solo, a tendéncia é haver a diminuicdao do oxigénio e aumento do CO..

E importante ressaltar que o processo de transformacéo e degradagio de compostos organicos
no solo depende tanto das caracteristicas do solo quanto das caracteristicas fisico-quimicas do
contaminante, pois esses podem apresentar moléculas de peso molecular elevado ou elementos
que contenham alogénios ou anéis aromaticos que sdo mais persistentes a degradacdo
(MILLIOLI et al, 2008).

2.2 Oleo Diesel

O dleo diesel € um combustivel utilizado em motores de combustdo interna e ignicdo por
compressdo (PETROBRAS, 2004). Ele é constituido por uma mistura de hidrocarbonetos,
parafinicos, nafténicos e aromaticos, que sao os principais componentes do dleo cru.

Os tipos de oOleo diesel variam de acordo com o nimero de carbono existente na cadeia do
hidrocarboneto. A classe diesel 1, por exemplo, é de C8 a C17, com a maioria na escala C10 a
C14. O diesel 2 possui um nimero de carbono que varia de C8 a C26, com maioria na escala
de C10 a C20. Os componentes principais do 6leo diesel sdo similares aos presentes no 6leo
cru, sendo constituido, em sua maioria, por hidrocarbonetos alifaticos contendo de 9 a 28
carbonos em sua cadeia.

Uma das principais caracteristicas das fracdes do diesel combustivel € o seu alto teor de
enxofre que, segundo BAIRD (2002), esta associada, dentre outros fatores, ao seu processo de
producdo. Em geral, o teor de enxofre das fracbes do petr6leo aumenta com o ponto de
ebulicdo. Como o diesel é destilado em uma faixa de temperatura superior a de outros
combustiveis como, por exemplo, a gasolina, 0 mesmo, normalmente, apresenta maior
porcentagem desse elemento. A presenca elevada de enxofre, no entanto, representa um dos
principais problemas ambientais relacionados a exaustdo dos motores a diesel. 1sso se deve ao
fato do motor promover a oxidagdo do enxofre, convertendo-o em 6xidos de enxofre (SOy) e
sulfato, os quais contribuem ndo sé para a formagdo de chuvas acidas como também para a
contaminacdo fotoquimica, mais conhecida como efeito smog (BAIRD, 2002; BRAUN et al,
2003).

A especificidade da contaminacdo do solo por 6leo diesel reside no fato desse combustivel
incluir na sua composicao total de hidrocarbonetos, compostos de elevada toxicidade, como 0s

monoaromaticos, mais conhecidos pela sigla BTEX (benzeno, tolueno, etileno e xilenos), e os
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policiclicos aromaticos (HPAs). Muitos desses, além de serem tdxicos a plantas e animais,
podem também reagir com moléculas bioldgicas, tornando-se potenciais agentes
carcinogénicos e eficientes mutagénicos. Ressalta-se que, embora a presenca de BTEX seja
mais relevante na gasolina, estudos recentes a cerca do derramamento de 6leo diesel no pais,
mostram a presenca de monoaromaticos neste combustivel (KAIPPER; 2003; MAZZUCO,
2004; PALUDO, 2007).

2.3 A tecnologia da biorremediacéo

Nas Ultimas duas décadas, a técnica de biorremediacdo comegou a ser mais utilizada com a
finalidade de tratar solos e aguas subterraneas, por se tratar de uma tecnologia inovadora,
viavel e eficaz na remediacdo de ambientes contaminados com compostos organicos de dificil
degradacdo (OLIVEIRA et al., 2007). Ela pode ser considerada uma tecnologia atrativa por
conduzir a biotransformacdo parcial ou completa de muitos contaminantes organicos a
biomassa microbiana e ao produto final indcuo estdvel (HARITASH e KAUSHIK, 2009).
Essa tecnologia também tem sido considerada ambientalmente mais segura, menos onerosa e
agressiva, e mais adequada para manter o equilibrio ecolégico quando comparada aos
processos de tratamentos fisico-quimicos (SEMPLE et al., 2001; GAYLARDE et al., 2005).

A biorremediacdo utiliza da capacidade dos organismos vivos presentes no solo - bactérias,
fungos, algas, virus e protozoarios - em colonizar com sucesso varios nichos ecolégicos
(OLIVEIRA et al., 2008). Segundo CANHOS et al (1998), os micro-organismos do solo
desempenham fungbes essenciais para o bom funcionamento e a manutengdo dos
ecossistemas, participando da ciclagem de nutrientes e fluxo de energia, da decomposicdo da
matéria organica, da formacdo e estruturacdo do solo e da formacdo de gases componentes da
atmosfera terrestre. O processo metabdlico do micro-organismo na degradacdo de

contaminantes foi descrito no item 2.1.1.

A biorremediagdo consiste em uma técnica que engloba tecnologias bastante versateis (tabela
2.2) e, em alguns casos, estratégias diferentes visando a otimizagao do processo de degradacéo
dos poluentes (DUA et al.,, 2002; DONLON e BAUDER, 2008). As tecnologias de
biorremediacdo podem ser aplicadas sem que haja a necessidade de remocéo ou transporte do
solo contaminado (in situ) que inclui “bioventig”, “biosparting”, bioaumento e atenuagdo
natural (SEPULVEDA e TREJO, 2002; SPARKS, 2003). Segundo Rizzo et al., (2006), esses
processos sdo fundamentados no bioestimulo natural do contaminante na subsuperficie do solo
através da adigdo de nutrientes, oxigénio e, em alguns casos, bioaumento (adicdo de micro-
organismos). Existem, ainda, tecnologias de biorremediagdo que requerem primeiramente a

remogdo do material contaminado (ex situ) por escavacdo, drenagem ou qualquer outro
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processo, para posterior tratamento do mesmo, que pode ser no proprio local contaminado (on-
situ) - tecnologia landfarming - ou fora do local (off-situ) - biopilhas estéticas e biorreatores
(BOOPATHY, 2000; SPARKS, 2003).

A escolha da aplicabilidade, ex situ ou in situ, depende da tecnologia a ser empregada,
podendo ter custos mais elevados devido aos gastos com transporte e disposicdo final do solo
removido (SEPULVEDA e TREJO, 2002). No entanto, em alguns casos, a remogao pode ser
necessaria, sobretudo pela natureza e concentragdo do contaminante, e possibilidade de
contaminacdo de pessoas e do ambiente ao redor durante o processo de biorremediagédo
(JACQUES et al., 2007). As aplicagBes ex situ sao comumente mais investigadas devido a
facilidade de serem avaliadas em escalas menores, todavia, séo as aplicagdes in situ as mais
adotadas em tratamentos de recuperacdo de areas impactadas, por ser de baixo custo,
apresentar menor risco de exposi¢do ao contaminante e melhor aplicabilidade nos casos reais
(USEPA, 2007). A decisdao normalmente cabe ao responsavel pela remediacdo, que atua no
contexto financeiro e se baseia em recomendacdes de uma equipe de consultores. Estes
especialistas apresentam as técnicas disponiveis para solucionar a contaminagcdo em um curto
periodo de tempo e da maneira mais econdmica, sob uma supervisdo de uma autoridade, que
tende a ser neutra e sujeita as questes politicas (STIER, 2004). A tabela 2.2 reuni as

principais tecnologias utilizadas no processo de remediacéo.
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Tabela 2.2 Tecnologias empregadas no processo de biorremediacdo atualmente. Fontes:
Boopathy, Vidali, Accioly e Siqueira (2000); Sepulveda e Trejo (2002).

Tecnologia Principio Aplicabilidade
Introduzir ar e nutrientes nazona
Biowventing insaturada do solo de modo estimular a
(insitu) ativi dadg biodeg r.adadora dos Compostos organicos
microrganismas. bi odegradaveis
Semelhante ao Bioventing, porémcom duas semivol a’tel_s énao
diferencas: o ar ¢ introduzido nazona volateis;
Biosparing saturada (lengol freatico) com o objetivo de Comp_ostqs organicos
S suprir as necessidade de oxigénio e semi ol ateis e néo
(in situ) . ftn vol ateis
transferir os poluentes volateis para azona :
insaturada para a degradagao dos
microrganismos.
Compostos organicos
. vol ateis, dissolvidos
. . Injetar ar na zona saturada do solo para
Air sparging S . 9 (VOCs); solwentes
S volatilizagdo dos contaminantes e remogéo
(insitu) . clorados e
dos mesmos em sistemas coletor de gases. .
hidrocarbonetos do
petroleo
x - T Areas contaminadas por
Atenuacdo Consistir na degradagéo intrinseca ou
. : 3 vazamentos de tanques
natural natural pelos microrganismos autdctones do A
. . . subterréaneos; benzeno
monitorada solo, sendo apenas monitoradae avaliada .
L, - tolueno,etilbenzeno e
(insitu) periodicamente.

xileno - BTEX

Fitorremediacéo
(insitu)

Empregar plantas para remover,
transformar ou imobilizar os
contaminantes.

Benzeno, tolueno, xileno,
etilbenzeno e xileno,
etilbenzeno, HPA, metais,
pesticidas e herbicidas

Landfarming
(exsitu)

Aplicacdo e incorporagéo dos contaminantes
nasuperficie de um solo, onde se encontra
grande parte dos microrganismos. O solo é

arado e condigdes fisico-quimicas (agua,
nutriente e aeragdo) séo ajustadas.

Petréleo e seus derivados

Compostagem
(exsitu)

Usar microrganismos aerdbios ter mofilicos
para degradar o material contaminado
através do empilhamento estatico ou aerado.

Gasolina, HPA,
pentaclorofenol,
hidrocar bonetos totais
(HTP).

Biopilhas
(exsitu)

Versao mais refinada do Landfarming que
permite controlar a perda fisica dos
contaminantes por lixiviagdo e volatilizag&o.

Superficies contaminadas
em hidrocarbonetos de
petréleo.

Biorreatores
(exsitu)

Consiste em biodegradar o solo
contaminado (fase sélida) e/ou fase aquosa
(lama) em um sistema de contengdo (reator)
contendo VArios aparatos com agitagéoe
aeracdo para a atividade microbiana.

Hidrocarbonetos de
petréleo; aguas
bombeadas de plumas de
contaminag&o.
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As principais vantagens da biorremediagéo in situ sdo: a ndo necessidade de remocédo do solo
ou da &gua subterrénea; custo-beneficio superior aos tratamentos convencionais; destruicao
efetiva e ndo apenas remogdo ou imobilizagdo dos contaminantes (solugdo permanente). A
biorremediacdo ex situ tem a vantagem de permitir maior intervencédo e controle das variaveis
de processo, ser mais rapida e menos dependente de alta condutividade hidraulica. Entretanto,
tem como desvantagem a necessidade de escavagdo/ remocdo do solo e/ou agua
(SEPULVEDA e TREJO, 2002; SPARKS, 2003).

A eficiéncia da biorremediacdo depende de um conjunto de fatores, tais como: condicdes
ambientais (pH, temperatura, teor de umidade, nutrientes e oxigénio); biodegradabilidade do
contaminante (propriedades fisico-quimicas, distribuicdo, contencdo); disponibilidade de
nutrientes; propriedades fisico-quimicas do substrato; concentracdo da biomassa e diversidade
populacional da biota (BOOPATHY, 2000; PEPPER et al., 2006). Dentre esses, as condi¢es
ambientais (taxa nutricional e percentagem de oxigénio), a biodegradabilidade do
contaminante, concentracdo de biomassa e diversidade populacional sdo fatores que
influenciam fortemente no processo de biodegradacdo. Todavia, algumas estratégias de
biorremediacdo foram desenvolvidas a fim de aperfeicoar o processo de degradagdo dos
contaminantes. Hoje, as mais usadas sdo: adicdo de surfactantes, de micro-organismos
modificados geneticamente, de material estruturante, bioestimulo e bioaumento (ACCIOLY e
SIQUEIRA, 2001; RIZZO et al., 2006).

A adicdo de surfactantes consiste em promover a metabolizacdo dos contaminantes,
principalmente de hidrocarbonetos, facilitando o transporte dos mesmos para o interior da
célula ou diminuindo as interacBes superficiais com fracdo do solo (argila). Os surfactantes
sdo constituidos por duas porcdes, uma hidrofébica e outra hidrofilica, o que aumenta a
solubilidade dos compostos presentes nos no 6leo hidrocarbonetos, tornando-os disponiveis
aos micro-organismos e facilitando a biodegradacao dos mesmos (PIEPER e REINEKE, 2000;
RI1ZZO et al., 2008).

Os organismos geneticamente modificados (OGMs) sdo organismos cujo seu material genético
foi modificado em laboratorio através de técnicas avancadas, que permitem alterar sua
estrutura genética pela introducdo de um gene modificado ou de um gene pertencente a uma
outra variedade ou espécie, obtendo caracteristicas especificas (SUZUKI, 2006). O uso de
organismos geneticamente modificados tem por objetivo aumentar a taxa de degradacdo dos
contaminantes, uma das principais limitagfes do processo de biorremediacdo (PAUL et al.,
2005). Muitas rotas catabolicas de compostos complexos estdo localizadas no genoma
plasmidial e os processos de intercAmbio genético ocorrem através da transferéncia de
plasmideos (que pode ocorrer entre bactérias de uma espécie ou mesmo espécies diferentes),
favorecendo a disseminacdo das enzimas relacionadas a biodegradacdo dos compostos

recalcitrante (GAYLARDE et al., 2005). No entanto, esta estratégia deve ser bem avaliada,
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uma vez que o conhecimento sobre os impactos da introducdo destes organismos em areas
contaminadas é pouco conhecido (R1ZZO et al., 2006).

A adicdo de material estruturante tem por finalidade reduzir a densidade do solo, aumentando
a sua porosidade e facilitando a difusdo de oxigénio entre as particulas sdlidas,
consequentemente, pode ocorrer alteracdo na capacidade de retencdo de agua do solo. Esses
fatores aumentam a aeracdo do sistema solo-contaminante durante o0 processo de
biorremediacdo. Dentre os materiais estruturantes podem-se empregar os materiais de origem
organica ou inorganica. Os materiais de origem organica incluem residuos sélidos como casca
de coco, palha, cavaco de madeira, serragem e farelo de trigo, sendo esses 0s mais citados na
literatura em processos de biorremediacdo de solo contaminado com petroleo. Por outro lado,
0s materiais de origem inorganica utilizados sdo a argila calcinada, a vermiculita, areia, perlita
e cascalho (RI1ZZO et al., 2006).

O bioestimulo consiste de fontes de nutrientes adicionais para aumentar a atividade
microbiana, tornando o processo eficaz. Geralmente, os micro-organismos necessitam de
fontes de nutrientes inorganicos em seus processos fisioldgicos e bioquimicos. Para que a
mineracao ocorra é necessario que as relagdes nutricionais estejam dentro de uma faixa 6tima
(R1ZZO et al., 2006). Mesmo em situacBes em que 0S micro-organismos nao tenham como
alvo os hidrocarbonetos como fonte de carbono, esses serdo biodegradados mais rapidamente
guando comparado ao processo de degradacdo natural, devido a elevacdo da populagdo de
micro-organismos causada pelo aumento dos niveis de nutrientes (SARKAR et al., 2005). A
incorporacdo de nutrientes pode ser realizada na forma de fertilizantes organicos (biossélidos)
e/ou inorganicos (nitrogénio, fosforo e potéssio), e oxigénio através da aeracdo do meio e/ou
da adicdo de agentes oxidantes tais como peroxido de hidrogénio (SARKAR et al., 2005;
RI1ZZO et al., 2006).

O biocaumento ou bioenriguecimento, como denominado por alguns autores, consiste na adi¢do
de micro-organismos ao sistema empregado para aumentar a biodegradacdo do solo
contaminado e reducdo do periodo de adaptacdo dos micro-organismos presentes no sitio
contaminado (SEABRA, 2005). O bioaumento pode ser realizado pela introducdo de culturas
puras de micro-organismos exogenos e fou de um consércio microbiano previamente
selecionado para degradacdo de contaminante (enddgeno ou exdgeno) (SEABRA, 2005;
MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

O biocaumento apresenta um diferencial quando aplicado com a finalidade de biodegradar
contaminantes ambientais complexos, particularmente os hidrocarbonetos de petréleo, devido
ao emprego de consdrcio microbiano que apresenta a possibilidade de aumentar a taxa de
biodegradacdo dos contaminantes uma vez que diferentes micro-organismos degradam
diferentes substancias e alguns sobrevivem em condi¢Bes ambientais adversas. No entanto,
alguns autores (SEABRA, 2005; RI1ZZO et al., 2006, CIANNELLA, 2010) ressaltam que a
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estratégia de bioaumento ndo supera significativamente a biodegradacdo em solo contaminado
quando comparado a estratégia de simples ajuste de fatores ambientais (nutrientes, agua, pH,

entre outros).
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3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
3.1 Solo de estudo

O solo escolhido para esse estudo foi coletado no Parque Municipal de Gericino (figura 2.2),
localizado no municipio de Nildpolis, Rio de Janeiro. Trata-se de uma &rea pertencente a
Area de Protecdo Ambiental (APA) Gericin6-Mendanha, abrangendo as Serras do Marapicu,
Mendanha e Madureira, com 105 km” de Serra, florestas remanescentes de Mata Atlantica,
sistemas geohidroldgicos, estruturas vulcinicas e nascentes de recursos hidricos
contribuintes do rio Guandu.

A vegetacdo original da APA do Gericino-Mendanha é composta pela Mata Atlantica,
classificada como Floresta Ombroéfila Densa Montana e Submontana, que, ao longo dos
anos, foi sendo devastada pelo intenso processo de ocupagdo humana, através da expansao
das atividades rurais e urbanas, que foram modificando a sua paisagem.

As areas florestais mais preservadas localizam-se nos vales profundos das cabeceiras dos
rios e em outros locais de dificil acesso, como nas cotas altimétricas mais elevadas, onde
ainda podem ser encontradas florestas em estado primitivo ou climax. Esta condicdo confere
ao macico grande importancia local, podendo ser considerado regido prioritaria para a

preservacdo da biodiversidade e dos mananciais hidricos.

Parque Natural do
Gericino
M

0. do
Penquitt

. 8

Figura 3.2 Localizagdo geografica do Parque Natural do Gericin6-Mendanha. Fonte:
Google Maps (2012).
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A parcela do parque utilizada nesse estudo possui area consideravelmente impactada, com forte
presenca de animais domeésticos, dep6sito de residuos, pressdo urbana, poluicdo por esgoto
doméstico, dentre outros.

As coletas foram realizadas em 03/12/2011, em quatro pontos do Parque, com diferentes tipos
de vegetacdo e composicdo do solo, conforme apresentado a seguir.

Figura 3.4 (P2) Area coberta por gramineas.
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Figura 3.5 (P3) Area com incidéncia de vegetacdo arbustiva e presenca de manilhas e

residuos de construcao civil.

Figura 3.6 (P4) Area com intensa cobertura vegetal e alta incidéncia de raizes na camada

superficial.

Como primeiro passo fez-se a remocdo da serapilheira (restos de vegetagdo e animais, em
diferentes estagios de decomposicao, que forma uma camada ou cobertura sobre o solo) contida
na superficie do solo. A amostragem foi realizada com auxilio de uma péa, removendo solo da
superficie até a profundidade de 20 cm. As quatro amostras foram acondicionadas em sacos

plasticos limpos e transportadas ao Laboratério de Microbiologia do IFRJ - Campus Nilopolis,
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onde foram pesados e armazenados até serem conduzidos & analise. Posteriormente, as amostras
foram levadas ao Laboratorio de Biorremediacédo e Fitotecnologia da Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, sendo distribuidas sobre bancadas, onde permaneceu por cerca de uma semana a
temperatura ambiente para secagem. Apds o periodo de secagem, todo o solo foi peneirado, em
malha de 2,0 mm de abertura (Peneira Granutest ABNT 10; Tyler 9).

3.2 Caracterizacdo do solo

O solo peneirado foi fracionado em duas partes, em proporg¢des diferentes. A primeira parte foi
destinada a caracterizagdo fisica, quimica e bioldgica, conforme a figura 3.7 A segunda foi
acondicionada em sacos plasticos e armazenada sob refrigeracdo de 4°C até a realizacdo do
experimento (LEE et al., 2007; MELO e AZEVEDO, 2008).

As amostras foram caracterizadas quanto ao pH, capacidade de campo, porosidade, textura e
bactérias heterotroficas totais e fungos, a fim de selecionar o solo mais favoravel ao processo de

biorremediacéo.

SOLO IN
NATURA
I I
— FisIco Quimico — BIOLOGICO
CAPACIDADE BACTER",‘S
DE CAMPO pH — HETEROTROFIC
AS TOTAIS
— POROSIDADE —  FUNGOS
—  TEXTURA

Figura 3.7 Fluxograma dos parametros fisicos, quimicos e microbiolégicos avaliados no solo in

natura (sem contaminac&o).
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Capacidade de campo

A capacidade de campo (CC) foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Trindade (2002). Com auxilio de uma proveta de 50 mL, de massa conhecida, pesou-se 50 g do
solo de estudo umido (my,), formando uma pequena coluna. Adicionou-se dgua destilada gota a
gota, até a condigdo de saturacdo. O sistema proveta + solo foi pesado (ms,) € levado a secagem
em estufa a 110 °C, por 24 h. Ao final desse periodo, o sistema foi novamente pesado (M) € a
capacidade de campo determinada conforme as Equacoes 2 e 3.

m(ar) = m(ssa) - m(sse) (2)
Mear)

C.C(%)=—"x100 3)
Mes)

Onde:

m,, = massa de agua retida

Mssa = Massa do sistema saturado
Msse = Massa do solo seco

M, = massa de solo tmido

CC = Capacidade de campo

Porosidade

Porosidade é o volume de poros totais do solo ocupado pelo ar ou pela dgua. Para calcular esse
parametro, utilizam-se medidas de densidade de particula (relacdo entre massa da amostra de
solo e o volume ocupado pelas particulas) e densidade aparente (relacdo entre massa de uma

amostra de solo seco a 110C e a soma dos volumes ocupados pelas particulas e pelos poros).

Para o calculo da densidade de particula foi utilizado o Método do Baldo Volumétrico descrito
no Manual de Métodos de Anélise do Solo (EMBRAPA, 1997).

Textura

A textura do solo refere-se & proporcao relativa em que se encontram os diferentes tamanhos de
particulas, argila, areia e silte. Esse fator possui influéncia direta na taxa de infiltracdo de agua,
na aeracdo, capacidade de retencdo da agua, nutricdo bem como na forga de coesdo das
particulas do solo.

As analises textuais das amostras P1, P2, P3 e P4 foram efetuadas pelo Método da Pipeta, que é

especialmente indicado para determinagdo da argila, podendo determinar também a fragdo de
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silte. E um método de sedimentacéo, utilizando pipeta para retirar uma aliquota a profundidade
e tempo determinado.
Determinacéo de pH

A determinagdo do pH da amostra de solo contaminado foi realizada de acordo com a
metodologia descrita na se¢édo 3.4. Adicionou-se a um becker de 10mL, 25mL de solucéo salina
e 10mL de solo. A mistura foi homogeneizada e medido o pH das quarto amostras.
Quantificacdo dos micro-organismos heterotréficos totais

A quantificacdo da populagdo microbiana heterotrofica total foi realizada pelo método padréo de
diluicdo e contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC) em placas de Petri. Consiste no
plaqueamento de aliquotas da suspensdo microbiana diluida sucessivamente, com a incubagédo
das placas em estufa e posterior contagem direta do numero de colbnias (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006).

Foi realizada a extragdo dos micro-organismos do solo adicionando 10 g desses em um frasco
erlenmeyer de 250 mL, com 100 mL de solucdo salina 0,85%, mantendo sob agitacdo de 150
min™ em shaker por 30 min, a temperatura de 30 °C + 1°, de acordo com os procedimentos
adotados por LIMA (2004) e TRINDADE (2002). Ap6s agitacdo foram realizadas dilui¢des
decimais seriadas da suspensdo do solo, na faixa de 10™ a 10°. A partir de diluicdes previamente
escolhidas, prosseguiu-se o plagueamento das mesmas em meio de cultivo sélido, através da
técnica pour plate. Apds solidificacdo do meio, as placas foram incubadas em estufa
microbioldgica a 30 °C £ 1°C, por 72 h.

Apo6s o periodo de incubacdo foi quantificada a populacdo heterotrofica total presente nas
placas, utilizando um contador eletrénico de coldnias. Para tal, utilizou-se a metodologia do
Ministério da Agricultura, Agropecuaria e Abastecimento (MAPA, 2003), considerando-se 0
intervalo de precisdo e repetibilidade de 30 a 300 col6nias (placas com contagem de 30 a 300
colénias). Os resultados foram expressos em UFC g™ de solo.

Todo material e vidraria utilizados nas analises microbiologicas bem como o meio de cultura e a
solucdo salina foram previamente esterilizados em autoclave a 121° C por 15 min. A tabela 3.3
apresenta 0os componentes utilizados no preparo do meio de cultura nos experimentos para
bactérias. Em relacdo a fungos, foi utilizado o meio de cultura Agar rosa bengala, de forma a

garantir a seletividade.
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Tabela 3.3 Meio de cultura para contagem de micro-organismos heterotréficos totais.

Componentes Quantidade (g/L)
glicose e/ou melago 10
extrato de levedura 2,5
Triptona 5
agar-agar 15

3.3 Diesel B5 usado nos experimentos

O oleo diesel B5 utilizado como contaminante nos experimentos respirométricos foi 0 mesmo
utilizado por CIANNELLA (2010), sendo este preparado a partir de amostras de 6leo diesel de
referéncia e biodiesel de soja. A mistura foi preparada por pesagem dos respectivos percentuais
de diesel/biodiesel adotado: 95/5 (g/g). Cabe ressaltar que, o diesel de referéncia é o diesel
utilizado em ensaios de consumo de combustivel e emissBes veiculares para homologagéo de
veiculos automotores ciclo diesel (ANP, 2007).

N&do foi possivel obter a caracterizacdo fisico-quimica dos combustiveis, com exce¢do da
densidade do Oleo diesel, que era de 0,83 g cm, Entretanto, o 6leo diesel de referéncia e o
diesel B5 preparado foram caracterizados pelo Laboratorio Analytical Solutions - RJ, quanto ao
teor de hidrocarbonetos totais por cromatografia de fase gasosa com detector de ionizacdo em
chama (CG-FID).

O 6leo diesel recebido foi armazenado até o uso sob refrigeracdo a 4 °C (CHAGAS-SPINELLLI,
2007) e ao abrigo da luz, sendo o frasco, neste Gltimo caso, envolto em folha de papel aluminio.
O biodiesel foi armazenado a temperatura de 20-25 °C, também ao abrigo da luz, de modo a
evitar sua solidificacdo, perda de fluidez e fotoxidacéo (LOBO; FERREIRA; CRUZ, 2009).
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3.4 Preparacéo e contaminagéo do solo (Ajuste de pH, contaminacéo do solo)

Ajuste do pH

O pH do solo in natura escolhido para o teste de respirometria foi ajustado para um valor
préximo da neutralidade (7,0) e dentro da faixa de 6,5 a 7,5, considerada adequada a atividade
da maioria dos micro-organismos (SARKAR et al., 2005). O ajuste foi efetuado pela adicdo de
hidréxido de calcio, Ca(OH),, cuja quantidade foi determinada através de uma curva de
neutralizacdo, elaborada conforme metodologia de LIMA (2004) e apresentada no capitulo de
resultados do presente trabalho.

Foram pesados 20 g + 0,1 g do solo de estudo e adicionados em um erlenmeyers com as
seguintes quantidades de Ca(OH), para cada ponto da curva: 0 (controle); 0,001 g; 0,006 g;
0,010 g; 0,015 ; 0,030 g; 0,050 g; 0,100 g; 0,300 g; 0,500 g. Cada sistema (erlenmeyer) foi
homogeneizado e deixado em repouso por 24 h. Em seguida, foram adicionados, a cada um
deles, 50 mL de &gua destilada. Os sistemas foram mantidos sob agitacdo de 150 min™ em
shaker por 1 h. Apo6s agitacdo, os frascos foram deixados em repouso por mais 1 h para
posterior medicdo dos valores de pH. Seguidamente, foi efetuada a construcdo da curva de
neutralizacdo de pH x massa de Ca(OH), , apresentada no capitulo seguinte. Esta curva foi
construida para orientar a quantidade necessaria de Ca(OH), a ser adicionado a massa de solo,
de modo a promover o ajuste de pH do solo.

Para verificacdo do pH do solo adotou-se a metodologia descrita no Manual de Métodos de
Andlise de Solo (EMBRAPA, 1997), utilizando solucdo salina. Adicionou-se 10 mL em um
becker de 10 mL e 25 mL da solucdo de KCI — 1N. O sistema solo + agua foi agitado utilizando
um tubo Falcon de 50 mL. A medi¢do do pH foi realizada no liquido sobrenadante com auxilio
de peagamtro, previamente calibrado com solucGes padrdo de pH 4,0 e 7,0, e eletrodo
combinado de vidro.

Contaminacao

A partir da caracterizacdo fisico-quimica e bioldgica, foi escolhida a amostra de solo que
apresentou as propriedades mais favordveis & degradagdo do contaminante pelos micro-

organismos autéctones.

A contaminacdo do solo foi realizada em recipientes plasticos aos quais foram adicionados o
solo de estudo com pH ajustado e o Diesel B5, o que correspondeu a um percentual de
contaminacdo de 5% (m.m™ seco). Esse percentual teve como referéncia os experimentos
realizados por CIANNELLA (2010), onde foi utilizado como contaminante 0 mesmo

hidrocarboneto. A homogeneizacéo foi realizada misturando-se manualmente o contaminante ao
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solo, seguido de transferéncia para sacos plasticos escuros e acondicionados sob refrigeracdo de
4°C, durante 15 dias, até a realizacdo do experimento.

3.5 Descricdo do respirémetro de Bartha

No presente estudo foram utilizados respirdmetros de Bartha preconizados pela norma NBR
14283 (ABNT, 1999) com algumas adaptacdes. Trata-se de um sistema fechado, constituido de
duas cAmaras interligadas (Figura 3.8 - Letra G e Figura 3.8- Letra D).

Figura 3.8 Esquema do respirdbmetro de Bartha preconizado na NBR 14283. Fonte: ABNT
(1999).

O principio do teste baseia-se na captura e quantificacdo do CO, gerado durante o processo de
respiracdo aerobia, o qual ocorre na cAmara principal (Figura 3.8 - Letra G) onde se encontra a
amostra de solo. O gas produzido é dissolvido em uma solucéo alcalina de hidréxido de potéssio
(KOH), colocada na camara secundaria (Figura 3.8 - Letra D). A quantificacdo do CO, é feita
em instantes de tempo regulares, através da titulacdo da alcalinidade residual da solucdo de
KOH com uma solucéo de &cido cloridrico (HCI), na presenca de cloreto de bario (BaCl,). Uma

vez que a respiracdo representa a oxidacdo da matéria organica pelos micro-organismos
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aerébios presentes no solo, pode-se estimar, através da evolugdo do CO, a quantidade de
carbono biodegradado durante o processo de mineralizagdo do contaminante (ANDREO, 1999;
MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

3.6 Planejamento experimental

O planejamento experimental é empregado para se obter as melhores condigdes operacionais de
um sistema sob estudo, realizando-se um nimero menor de experimentos quando comparado ao
processo univariado. O planejamento fatorial determina quais fatores tém efeitos relevantes nas

respostas e como um efeito de um fator varia com os niveis dos outros fatores.

Foram percorridas algumas etapas para otimizacdo do processo. Primeiramente, as condigdes
descritas na literatura como 6timas para biorremediacao de solos foram estudadas (faixas de pH,
umidade). As variaveis independentes consideradas mais relevantes e escolhidas para o presente
estudo foram: pH e umidade. A varidavel dependente ou resposta selecionada para medir
indiretamente a eficiéncia de biodegradacdo foi a evolugdo de geracdo de CO, (indicador da
respiracdo do solo) quantificada durante o experimento, através do método respirométrico de
Bartha (ABNT, 1999). Por tratar-se de dois fatores ou variaveis independentes, optou-se pela
utilizacdo do Planejamento Fatorial Completo (2%) com ponto central (tabela 3.4). Para esse
planejamento foram necessarios 11 ensaios, sendo 9 ensaios fatoriais representados pelo vértice
do cubo, 3 ensaios repetidos (duplicata) na condicdo central. Esse foi necessario para verificar a

tendéncia de linearidade e calculo do erro experimental

Tabela 3.4 Valores utilizados no Planejamento Experimental Fatorial.

Variaveis | Cddigo -1 0 +1
pH X1 6,5 7,0 7.5
Umidade* X2 40% 50% 60%

*Calculado com base em 50% da capacidade de campo.

3.7 Montagem dos respirdmetros de Bartha

A partir do solo contaminado, foi realizada a montagem dos sistemas de tratamento para cada
condigdo experimental descrita na tabela 3.5, a fim de obterem-se as melhores condi¢Bes

experimentais para 0 processo de degradacdo do hidrocarboneto. O tratamento Controle
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(controle - solo sem contaminagdo) foi realizado com o objetivo de quantificar a producdo de

CO, proveniente apenas da atividade microbiana do solo sem a influéncia do contaminante.

A umidade foi corrigida pela adi¢do de dgua destilada. O volume total de 4gua a ser adicionado
foi calculado a partir da Equagéo 1:

m agua ajuste =m agua 30%CC — m agua umidade (1)

Onde:
M squa sjuste = Massa de dgua necessaria para o ajuste;
M squa 30%cc = Massa de agua correspondente a 30% da capacidade de campo do solo;

M squa umidade = Massa de &gua correspondente ao teor de umidade do solo, determinada

previamente a contaminacédo do solo.

Apos a introducdo do solo em cada sistema procedeu-se a preparacdo do sistema de absorcédo de
CO, que consistiu na adicdo de 10 mL de uma solucdo de KOH 0,2 mol L™ na camera
secundaria do respirdmetro (Figura 3.8 — Letra D) (ABNT, 1999).

A montagem de cada sistema de tratamento foi iniciada pela adicdo de uma aliquota de 50 g de

solo contaminado a 5 % (m.m™) de 6leo diesel B5.
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Tabela 3.5 Delineamento dos tratamentos empregados no teste respirométrico.

Respirdmetros CondicOes experimentais
Solo sem contaminagéo + sem ajuste de pH+ sem ajuste de
CONTROLE _
umidade
le?2 Solo com contaminagédo + 40%CC + pH=7,5
3ed Solo com contaminagdo + 40%CC + pH=6,5
5e6 Solo com contaminagédo + 60%CC + pH=7,5
7e8 Solo com contaminacgdo + 60%CC + pH=6,5
9,10e11
PONTO Solo com contaminagéo + 50%CC + pH=7,0
CENTRAL

3.8 Monitoramento do ensaio respirométrico

Apdbs a montagem, os respirdmetros foram conduzidos a estufa, a temperatura de 28 C £ 2 C,
onde permaneceram por 30 dias. A quantidade de CO, produzida em cada respirémetro foi
determinada em intervalos regulares de 24 horas, pelo método titulométrico preconizado na
NBR 14283 (ABNT, 1999). A cada 24 horas, durante o procedimento de titulagdo, o filtro de
ascarita (Figura 3.8 — Letra J) permaneceu aberto por cerca de 90 segundos para aeragdo do
sistema.

A partir da producgdo diaria de CO,, acumulada ao longo dos 30 dias de experimento, estimou-se
a quantidade total de carbono biodegradado em cada tratamento. O célculo para tal

determinacdo encontra-se descrito na segao seguinte.
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3.9 Quantificacdo da producédo de CO,

A determinacdo da quantidade de CO, produzida foi realizada através da titulacdo da
alcalinidade residual da solugdo de KOH 0,2 mol L™, contendo o CO, dissolvido, com solugio
de HC1 0,1 mol L™. A solucio de KOH foi retirada do respirdmetro de Bartha utilizando-se uma
seringa de 10 mL, e conduzida para um frasco erlenmeyer de 250 mL. Durante esse
procedimento a valvula do filtro da ascarita (Figura 3.8 - Letra H) permaneceu aberta com
objetivo de viabilizar a aeracdo e a substituicdo de outra aliquota de 10 mL de KOH isenta de
CO, no brago secundario do respirdmetro (Figura 3.8 - Letra D), de forma a dar continuidade a
captura do CO, produzido pela mineralizacdo proveniente da biodegradabilidade de
hidrocarbonetos. Antes de realizar a troca de KOH no bragco secundario foram feitas trés
lavagens com agua descarboxilada no braco, utilizando a seringa de 10 mL e agua de lavagem
foi adicionada aos 10 mL de KOH contendo CO, dissolvido, 2 gotas de fenolftaleina e 1 mL de
solucdo de BaCl, para precipitar o carbonato presente na solugéo e, em seguida, foi realizado a

titulacdo com a solucédo de acido cloridrico.

As principais reagdes que ocorrem no ensaio respirométrico estao representadas nas Equacdes 4,
5eb6.

2 KOH O 1 COz(g) — 1 KHCO; @ag) T 1 KOH (aq)
4)

1 KHCO3 @) T 2 KOH @) T 1 H20(|)—> 1 BaCO3 () |l +2 KCl (aq) +1 KOH (ag T 2 H,O 0) (5)

1 KOH @) T 1 HCI (ag) — 1 KCl(aq) + 1 H,O 0] (6)

Para cada dia de ensaio, as solu¢bes de KOH e HCI foram previamente padronizadas, de acordo
com os procedimentos descritos na NBR 14283 (ABNT, 1999). Um controle branco constituido
por 10 mL da solucdo de KOH 0,2 mol L™, 2 gotas de fenolftaleina, 1 mL da solucédo de BaCl,
0,5 mol L™ e 30 mL de agua destilada isenta de CO, também era conduzido. Ressalta-se que a

agua isenta de CO, era produzida diariamente.

A producdo diaria de CO, em cada respirémetro foi calculada a partir da Equagao 7:
CO; (mg) = (A—B)x50x0,044 x f

()
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Onde:

CO, (mg) = umol de gas carbonico produzido durante a respiragdo do solo contaminado.

A = A média do volume gasto de HCI 0,1M durante a titulagdo do teste em branco.

B = A média do volume gasto de HCI 0,1M durante a titulacdo do ensaio respirométrico com
solo.

50 = Fator para transformar equivalente em mol de CO,

0,044 = fator para transformar umol ., _ emmg,

frc) = fator de correcdo da normalidade do HCI
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Curva de neutralizacéo

A curva de neutralizacdo encontrada para ajuste do pH do solo por meio da adicdo de
hidréxido de célcio esta apresentada na figura 4.9. Baseado na equagdo representada no
grafico abaixo, para ajuste do pH= 6,5 ; 7,0 e 7,5 para cada 20g de solo, foi adicionado
0,00171g; 0,0285g e 0,0469 de hidréxido de célcio, respectivamente.

12

10

y = 1,0098In(x) + 10,604
T g R2=0,8094
Q

4 — Logaritmo (pH)

0,000 0,00 0200 0,300 0400 0,500
Ca(OH) 2

Figura 4.9 Curva de neutralizacdo de pH, massa de Ca (OH), versus pH.

4.2 Caracterizacao do Diesel B5

Na tabela 4.6 esta representada a quantificacdo dos HTP e suas fragdes, assim como dos 16
HPAs prioritarios presentes no 6leo diesel puro e no 6leo diesel B5. Pode-se observar uma
guantidade consideravel de HPAs no éleo diesel (tabela 4.6), fato documentado por varios
autores (MAZZUCO, 2004; PALUDO, 2007).
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Tabela 4.6 Caracterizacdo quimica do o6leo diesel puro e do diesel B5 quanto os
hidrocarbonetos de petrdleo.

Parametros Oleo diesel \ Diesel B5
mg Kg™

n-alcanos 85138,49 97386,10
HRP 228716,98 28906,06
UCM 451584,47 487130,91
HTP 680301,44 776194,97
HPAs
Naftaleno 254,596 243,158
Acenaftileno 9,993 12,243
Acenafteno 50,796 50,924
Fluoreno 48,106 40,288
Fenantreno 126,203 152,491
Antraceno 12,353 17,985
Fluoranteno 2,132 9,547
Pireno 33,551 37,438
Benzo[a]antraceno 3,967 4,927
Criseno 2,776 1,924
Benzo[b]fluoranteno 0,493 0,708
Benzo[k]fluoranteno 0,201 0,561
Benzo[a]pireno 0,408 0,435
Indenol[1,2,3-cd]pireno 0,067 0,081
Dibenzo[a,h]antraceno 0,026 0,026
Benzo[g,h,i]perileno 0,233 0,281
2-metil-naftaleno 494,855 404,210
1-metil-naftaleno 335,412 348,809
Total de HPAs 1376,18 1426,04

*Nota: HRP = hidrocarbonetos resolvidos do petréleo; UCM = mistura complexa ndo resolvida;
HTP = hidrocarbonetos totais de petréleo.

4.3 Caracterizacdo do solo in natura

Foi realizada a caracterizacdo fisico-quimica e biolédgica do solo das quatro amostras coletadas
no Parque Natural do Gericind (P1, P2, P3 e P4), os quais estdo apresentados na tabela 4.7.

Em relagdo a capacidade de campo, o solo correspondente ao P3 apresentou 0 menor resultado
(21,9%), o que evidencia gque a quantidade de agua capaz de ser retida nesse solo é inferior aos
demais solos analisados. Por outro lado, a capacidade de campo do solo P2 (35,7%) mostrou-se
superior, atribuindo uma maior retengdo de umidade no solo (tabela 4.7).

De todas as amostras de solo analisadas, o P2 apresentou maior teor de areia (77,5%), seguido
do P1 (72,91) (tabela 4.7). Solos com teores de areia superiores a 70% e de argila inferior a 15%
sdo classificados como leves permedveis e de baixo teor de matéria orgénica. A textura do solo

possui aspectos relevantes que interferem na atividade quimica e microbiol6gica do solo.
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A porosidade do solo é constituida pelo espago poroso ap6s o arranjo de componentes da parte
solida do solo ocupada por agua e ar. No caso dos solos analisados, 0 P2 apresentou porosidade
total de 89,2%, seguido do P1 com 83,7%, P3 com 77% e o P4 com 72,3% (tabela 4.7).

Tabela 4.7 Caracterizagdo fisica, quimica e bioldgica em solo in natura.

Parametros/Pontos de P1 P2 P3 P4
amostragem
Capacidade de Campo % 22,33 35,7 21,9 32,2
Teor areia % 72,91 77,5 61,11 59,1
Teor argiia % 8 6,9 8,6 10
TEOr e v 19,09 15,6 30,29 30,9
Porosidade total % 83,7 89,2 77 72,3
pH 3,5 3,16 5,91 3,55
Bactéria heterotrofica Total
(UFC) 50 X 10° 54 X 10° | 41X 10° 37 X 10°
Fungos (UFC) 230 X 10° 257 X 10° | 98 X 10° 101 X 10°

SCHEFFER et al, (1998) e KIEHL et al, (1979) relataram em seus estudos que, tanto a textura
quanto a porosidade do solo influenciam diretamente na densidade e permeabilidade deste,
atingindo a distribuicdo de gases e agua, de forma que, quanto maior a densidade do solo mais
compacto serd e menor serd a porosidade. Nesse sentido, entende-se que solos com maior teor
de argila possuem maior resisténcia ao tratamento de biorremediacdo quando comparados as
fracBes mais arenosas. Além disso, os autores ressaltam que a textura influencia diretamente na
capacidade de retencdo do contaminante, de forma que, solos mais argilosos retém com mais
facilidade uma quantidade maior do contaminante, impedindo que esses estejam disponiveis a
degradacao por micro-organismos.

A capacidade de campo juntamente com a textura e porosidade sdo fundamentais no processo de
biorremediacdo de solos contaminados, conforme observado por BAPTISTA, 2003; SEABRA,
2005 e CHAGAS-SPINELLI, 2007. Os resultados encontrados no presente trabalho corroboram
com o descrito pela literatura. Teores ideais de agua no solo para atividade microbiana estdo na
faixa de 12% a 30% (m/m), correspondendo a 40% - 85% da capacidade de campo (SILVA,
2004).

O pardmetro pH foi medido e analisado em todas as amostras de solo. Com extrema influéncia
sobre 0 metabolismo dos micro-organismos, esse parametro apresentou-se relativamente o
mesmo para todos os pontos, com exce¢do do P3, onde foi medido pH= 5,91. Segundo a

literatura, a faixa 6tima para atividade da maioria dos micro-organismos esta entre 6,5 e 8,5
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(SARKAR et al, 2005). Nesse contexto, optou-se em um segundo momento pelo ajuste de pH
para otimizagdo do processo.

Os micro-organismos, por meio de seu metabolismo, sdo capazes de promover a degradacéo de
contaminantes presentes no solo. Uma vez que a maior parte dos hidrocarbonetos do petroleo é
biodegradavel, grupos diferentes de organismos atuam na degradacdo desses componentes.
Fungos e bactérias atuam na degradacdo de substratos semelhantes, fazendo com que os dois
grupos sejam competitivos. Entretanto, os fungos sdo menos influenciados pela umidade e pH
do meio, atribuindo uma vantagem competitiva em relacdo as bactérias (PEREIRA, 2009).

Por outro lado, para a melhor eficiéncia na mineralizacdo da matéria organica por fungos ou
bactérias, deve-se considerar ndo apenas as condi¢cbes ambientais bem como o tipo de solo,
complexidade e toxidade do contaminante e agente competitivo. SONG et al. (1986), por
exemplo, observaram que em solo arenoso sem histérico de contaminagdo, 82% de n-
hexadecano foi mineralizado por bactérias, enquanto que fungos mineralizaram 13% desse
hidrocarboneto. De forma similar, em outros trabalhos, bactérias foram evidenciadas como mais
eficientes degradadoras do que fungos leveduriformes. Complementarmente, poucos trabalhos
reportam que espécies de leveduras sejam melhores degradadoras que espécies bacterianas (
IJAH, 1998).

Nesse trabalho foi realizada a quantificacdo dos micro-organismos presentes nas amostras,
utilizando, para isso, meios de cultura seletivos, avaliando a quantidade de fungos e bactérias
em cada amostra. Foi constada presenca de micro-organismos em todos os solos analisados,
entretanto, uma proporc¢do superior foi encontrada no solo P2. Vale ressaltar que, embora todas
as amostras tenham sido coletadas no Parque Natural do Gericind, esse possui caracteristicas de
vegetacdo diferentes, o que atribui propriedades bioldgicas diferenciadas. No caso do P2, nessa
area foi observada formacdo arbustiva e intensa cobertura de gramineas no solo, o que pode ter
influéncia sob a populacdo microbiana. Segundo JENNY (1941), a vegetacdo natural ndo pode
ser vista como um fator independente, tendo forte influéncia sobre as caracteristicas do solo.
Com base na caracterizacdo dos solos em questdo, optou pela utilizacdo da amostra P2 para 0s
testes respirométricos, uma vez que esse solo apresentou condicdes fisico-quimicas e biologicas
mais favoraveis para a biorremediacdo. Ressalta-se que a otimizagdo do processo pode ser feita
utilizando todos, ou alguns pardmetros ambientais, caracterizando um tratamento por

bioestimulo.

4.4 Testes de Respirometria de Bartha
Baseado no solo controle, sem contaminacéo, é possivel observar a evolugdo na geracéo de CO,
durante o processo de biorremediagdo, sendo possivel avaliar os perfis de degradacéo de acordo

com as condi¢0es fisico-quimicas testadas (figura 4.10).
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O teste de respirometria ocorreu ao longo de 15 dias, conforme o gréfico da figura 4.10. Nele
estdo representadas as quatro condicdes testadas, a fim de obter-se a melhor condicéo fisica e
quimica para o processo de remediacdo do solo contaminado por dleo diesel B5. Observa-se
que, para todas as condicdes testadas, a geracao de CO, foi crescente até o dia 7 de experimento.
A partir desse periodo, foi constatada a estabilidade na producdo desse gas, indicando que a

matéria organica presente no solo foi metabolizada pelos micro-organismos enddgenos.
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Figura 4.10 Representacdo grafica da quantidade de C-CO, (mg/50g de solo) gerada para cada
condicdo experimento testada por meio da Respirometria de Bartha.
Embora todos os tratamento tenham atingido a degradacdo do dleo diesel até o final do

experimento, a condi¢do 60% CC e pH= 6,5 foi a que apresentou uma degradacdo mais rapida,
com geracdo de 5,64 mg C-CO, em 50g de solo, ainda no dia 1. A degradacdo manteve-se
superior aos demais tratamentos ao longo de todo periodo do teste, atingindo o apice no dia 5
(9,08 mg C-CO,). Por outro lado, em 40% CC e pH= 7,5 05 micro-organismos apresentaram
eficiéncia de degradacéo inferior (4,72 mg C-CO,), indicando que a queda na umidade do solo
em conjunto com a elevacdo de pH foram desfavordveis a metabolizacdo do substrato
(Apéndice — tabela 8).

A geracdo de CO; logo no primeiro dia de experimento para todos os tratamentos sugere que 0s
micro-organismos do solo ndo necessitaram de um periodo de adaptacdo, uma vez que ndo foi
utilizada a técnica de bioaumento neste experimento.

De acordo com SARKAR et al (2005), os micro-organismos podem ou ndo, inicialmente, ter
como alvo os hidrocarbonetos como fonte de carbono. Entretanto, os hidrocarbonetos sao
degradados mais rapidamente quando comparado ao processo de degradagdo natural, devido a
elevacdo da populacdo de micro-organismos, causado pelo ajuste nas condi¢cbes ambientais.
Ressalta-se a importancia da andlise do teor de 6leo ao final do processo de biorremediagao, a
fim de verificar a degradacdo total ou parcial do hidrocarboneto, corroborando com os

resultados encontrados no teste respirométrico.
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CONCLUSOES

Por meio da caracterizagdo fisico-quimica e bioldgica dos solos coletados no Parque Natural de
Gericind, observou-se que a composicao heterogénea da vegetacdo do Parque possui forte
influéncia sobre as condigdes ambientais do solo e, consequentemente, sobre a populagédo
microbiana.

Das quatro amostras de solo analisadas, o P2, solo presente em uma area do Parque coberta por
gramineas, apresentou melhores condi¢cfes para o processo de biorremediacdo, sob o ponto de
vista de populacdo microbiana, pH do meio, umidade, granulometria e textura das particulas do
solo.

A caracterizacdo bioldgica indicou a predominancia de fungos nas amostras de solo analisadas
no Parque Natural do Gericino.

Através do teste de respirometria de Bartha otimizado por meio do Planejamento Fatorial, foi
possivel concluir, que, para o solo em questdo, contaminado com 5% de 6leo diesel B5, as
condi¢des mais favoraveis para o processo de degradacdo por micro-organismos deu-se em 60%
da capacidade de campo e pH=6,5.

Sugere-se a analise de hidrocarbonetos ao final do experimento, a fim de confirmar a
degradacdo total ou parcial do 6leo, indicada pela producéo de CO, no meio.

Estudos voltados para a tecnologia de biorremediacdo sdo importantes ferramentas para o

gerenciamento de areas contaminadas, devendo ser direcionados com base na composi¢do e
condicdes do solo, tipo de contaminante e fatores ambientais.
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APENDICE

Tabela 8. Quantidade de C-CO, gerada para cada condi¢do experimental ao longo de 15 dias.

Dias | 40% CC e pH= 7,5 | 40% CC e pH= 6,5 | 60% CC e pH= 7,5 | 60% CC e pH= 6,5 | 50% CC e pH= 7,5 | 50% CC e pH= 7,0 | 50% CC e pH= 6,5
1 472 5,28 4.9 5,64 8,5 8,68 8,68
2 5,84 6,44 5,32 6,66 8,68 8,76 8,62
3 5,36 6,66 6,04 7,32 8,84 8,88 8,84
4 6,44 6,98 6,52 7,94 8,9 8,98 9,06
5 75 8,1 7,66 9,08 9,08 7.2 9,08
6 8,16 8,16 8,68 9,08 9,08 7,68 9,08
7 9,08 9,08 9,08 9,08 9,08 9,08 9,08
8 9,08 9,08 9,08 9,08 9,08 9,08 9,08
9 9,08 9,08 9,08 9,08 9,08 9,08 9,08

10 9,08 9,08 9,08 9,08 9,08 9,08 9,08
11 9,08 9,08 9,08 9,08 9,08 9,08 9,08
12 9,08 9,08 9,08 9,08 9,08 9,08 9,08
13 9,08 9,08 9,08 9,08 9,08 9,08 9,08
14 9,08 9,08 9,08 9,08 9,08 9,08 9,08
15 9,08 9,08 9,08 9,08 9,08 9,08 9,08
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