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“Dixi et salvavi animam men.”
Karl Marx

“Falei para salvar minha consciéncia (sem esperar convencer).”

“O que me incomoda néo € o barulho dos maus,
mas o siléncio dos bons.”
M. Luther King
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RESUMO

O dleo diesel tem sido usado amplamente no mundo inteiro, mas tem se tornado um dos mais
comuns poluentes organicos do solo devido a vazamento de tanques de armazenamento e derrames
acidentais. No Estado de Pernambuco, localizado no Nordeste do Brasil, existem evidéncias de
contaminagdo por petroderivados por causa de vazamentos de postos de combustiveis. A
preocupacédo tornou-se maior em funcdo do crescimento da inddstria petroquimica com a construcao
de uma refinaria de petréleo com capacidade de 200 mil barris diarios, 60% dos quais serdo de 6leo
diesel (operacéo prevista para 2011). O solo argiloso é muito comum no territorio brasileiro e em
decorréncia de suas caracteristicas pedoldgicas e fisico-quimicas especificas é bastante utilizado
como selante natural em postos de combustiveis e em aterros de areas industriais. Entretanto, o solo
argiloso é pouco estudado em relacdo aos tratamentos de biorremediacdo, além de pouco se
conhecer sobre o comportamento sortivo de solos tropicais e das variaveis capazes de altera-lo. O
objetivo da presente pesquisa foi avaliar a eficiéncia de remocédo de hidrocarbonetos poliaromaticos
(HPAs) de um solo argiloso contaminado experimentalmente por 6leo diesel através da comparagao
de diferentes técnicas de biorremediacdo. As técnicas de biorremediacdo testadas foram:
Landfarming (LF), acréscimo de ar por revolvimento manual; Bioestimulo (BE), com acréscimo de
nutrientes; e, Bioestimulo mais Bioaumento (BEBA), com acréscimo de nutrientes e microrganismos.
Os experimentos de remoc&o foram conduzidos associados ao estudo do comportamento sortivo do
solo e de possiveis alteracdes promovidas pelo uso de biotratamentos durante o periodo
experimental (129 dias). Os 16 Hidrocarbonetos Poliaromaticos (HPASs) prioritarios, indicados pela
Agéncia Ambiental Americana, United States Environmental Protection Agency (USEPA), foram
utilizados como principal pardmetro de avaliacdo dos tratamentos de biorremediacdo. O naftaleno, um
dos 16 HPAs, foi utilizado como referéncia para avaliacdo de alteracdes sortivas do solo. O solo
estudado foi identificado como um argissolo, tendo a caulinita como argilomineral caracteristico. Bons
resultados foram obtidos em todos os tratamentos e a opcdo por um desses tratamentos pareceu
depender da finalidade desejada. Eficiéncia da remocéo de O&G de 59%, 77% e 80% foi obtida em
LF, BE e BEBA, respectivamente, indicando que o acréscimo de nutrientes e microrganismos (BEBA)
tornou mais eficiente o tratamento. Também se observou dois padrdes de remocédo de O&G: um com
taxa de remocao mais rapida nos primeiros 24 dias (P24) de experimento e outro com taxa mais lenta
nos ultimos 105 dias (U105). Os parametros cinéticos de ordem zero obtidos em P24, expressos por
ug de 0&G.g".dia™, foram iguais a 0,89 para LF; 1,10 para BE e 1,21 para BEBA. Os valores em
U105 foram 97%; 96% e 97% menores do que aqueles obtidos em P24, para LF, BE e BEBA,
respectivamente. A eficiéncia de remocédo dos HPAs totais foi de 87%, 89% e 87% no final do periodo
experimental (129 dias), para LF, BE e BEBA, respectivamente. Aparentemente, ndo foi constatada
diferenca significativa entre as técnicas de tratamento usadas. A mais rapida remocdo dos
poliaromaticos ocorreu nos primeiros 17 dias (P17) e a mais lenta nos ultimos 112 dias (U112). Neste
caso, 0s parametros cinéticos de ordem zero foram iguais a 4,48 ug.g'l.dia'l para LF; 4,62 pg.g'l.dia'l
para BE e 4,71 pg.g'l.dia'l para BEBA. No segundo intervalo (112 dias), os parametros cinéticos
também foram 97%; 97% e 98% inferiores do que aqueles obtidos em P17, para LF, BE e BEBA,
respectivamente. No entanto, a analise dos HPAs individuais mostrou haver diferenga entre os
tratamentos de acordo com o composto investigado. Para o fenantreno os tratamentos BE e BEBA
apresentaram eficiéncia de remoc¢éo em torno de 88%, enquanto que para LF a eficiéncia de remocao
foi de 79%. O benzo(a)pireno (BaP) foi removido com eficiéncia de 95% em BEBA, 91% em LF e 83%
em BE. A menor concentracdo de BaP foi igual a 0,26 pg/g em BEBA. A reducéo significativa na
velocidade de remocgéo no segundo intervalo de tempo para O&G, ZHPAs e HPAs individuais pode
ser atribuida, entre outros aspectos, a acumulacdo de intermediarios téxicos que podem ter interferido
negativamente na atividade de degradacdo promovida pelos microrganismos. Os niveis de toxicidade
se mantiveram altos, especialmente, para os tratamentos BE e BEBA até o fim do periodo de
incubacéo. Quanto a capacidade sortiva do solo, esta se manteve praticamente constante em LF e foi
reduzida ao longo do tempo de experimento em BE e BEBA, o que deve ter promovido nesses
tratamentos maior disponibilidade dos contaminantes (O&G, HPAs), visto pelos significativos niveis
de remocao alcancados. Desse modo, conclui-se que, de maneira geral, 0 acréscimo de nutrientes
(BE) foi muito promissor entre os tratamentos testados para remocdo da contaminacdo proveniente
do 6leo diesel.

Palavras-chave: biorremediacdo, HPAs, sorcao, solo argiloso.



ABSTRACT

Diesel oil is used worldwide but has become one of the most common soil organic pollutants, mainly
due to the spilling of storage tanks and accidental leaks. In Pernambuco State, Northeast Brazil, there
are several evidences of soil contamination by petroleum derivates because of gas station leakings.
The concern increases because of the development of a new petrochemical industry pool headed by
the construction of an refinery with the capacity of 200,000 barrels per day, 60% of which will be diesel
oil (expected operation in 2011). Clay soil is very common in Brazil and due to the specific pedological
and physicochemical characteristics, it is extensively used as a natural sealant in gas station and
dumping industrial areas. However, there are few studies about bioremediation treatment of clay soil,
the known on the sorptive behavior of tropical soil and the variable capable to modify it. The objective
of this work was to evaluation the removal of polyaromatic hydrocarbons (PAH) from a clay soll
experimentally contaminated with diesel oil, by comparing different bioremediation techniques. The
treatments used were: landfarming (LF), air addition by hand mixing; Biostimulation (BS), air and
nutrients addition; and, Biostimulation more Bioaugment (BSBA), air, nutrients and microorganisms
addition. The removal experiments were conducted in parallel with the study of the sorptive behavior
of the soil and of the possible alterations promoted because of the used biotreatments during the
experimental period (129 days). The 16 Polyaromatic Hydrocarbons (PAHS) priorities for the American
Environmental Agency (USEPA) were used as a reference on the bioremediation treatment
evaluation. Naphthalene, one of them, was used as reference for the evaluation of soil sorption
variations. The soil was identified as a clay soil where the kaolinit is the mainly mineral clay. Good
results were obtained in all treatments and the choice of this treatment depends on the finality. G&O
removal efficiencies of 59%, 77% and 80% were obtained for LF, BS and BSBA, respectively,
indicating that nutrients and microorganism addition promoted higher improvements in the treatment
process. It was also observed two patterns of O&G removal: a faster removal rate in the first 24 days
(F24) and a slower rate in the last 105 days (L105). The kinetic parameters of zero order in F24,
expressed in pg of O&G.g™ .day”, were 0.87 for LF; 1.10 for BS and 1.21 for BSBA. The values in
L105 were 97%; 96% and 98% lower than those obtained in F24, for LF, BS and BSBA, respectively.
Total PAH removal efficiency was 87%, 89% and 87% at the end of experimental period (129 days),
for LF, BS and BSBA, respectively. Apparently, there were no significant differences between the used
treatment techniques. The faster removal rate of the polyaromatics occurred in the first 17 days (F17)
and slower rate in the last 112 days (L112). The kinetic parameters of zero order in F17, expressed in
pg of HPA.g'l.day'l were 4.48 for LF; 4.62 for BS and 4.71 for BSBA. The values in L112 were 97%;
97% and 98% lower than those obtained in F17, for LF, BS and BSBA, respectively. However, the
analysis of the individual PAH showed that there are differences between the treatments according to
the compound evaluated. For phenanthrene the treatments BS and BSBA showed removal efficiency
of 88% while this efficiency was 79% for LF. The benzo(a)pyrene (BaP) was removed with 95% of
efficiency in BSBA, 91% in FL and 83% in BS. The lower concentration of BaP observed was 0,26
pa/g in BSBA. The significant reduction in the rate of removal in the last days for O&G, PAH and PAH
individual can be attributed, among others aspects, the toxic intermediate accumulation that can have
negative intervened with the activity of degradation promoted for the microorganisms. This probably
happened because of the intermediary metabolites production. The toxicity levels were high,
especially for BS and BSBA treatment. The soil sorptive capacity was constant in LF and was reduced
during the experimental time in BS and BSBA. This behavior should have increased the availability of
the contaminants (O&G, PAHS) as observed by theirs significant levels of removal. In this way, the
addition of nutrients (BS) was very promising for the treatments essayed. This removal was associated
with an increase in the availability of the contaminants.

Key-words: bioremediation, PAHs, sorption, soils clay.



RESUMO DOS CAPITULOS

O Capitulo 1 faz uma breve introdugéo do presente trabalho e justifica o interesse da pesquisa.

O Capitulo 2 apresenta os riscos ambientais da contaminacdo com 6leo diesel e dos seus
constituintes poliaromaticos. Discute o comportamento dos petroderivados e as suas caracteristicas e
interacdo com o solo, bem como as técnicas mais utilizadas de remediacdo e biodegradacao dos
HPAs. As nuances da legislacao brasileira e os valores de referéncia também sao abordados, bem
como os modelos de sorcdo mais utilizados para compostos organicos hidrofobicos, como é o caso

dos hidrocarbonetos poliaromaticos em estudo.

Os objetivos sédo apresentados no Capitulo 3.

No Capitulo 4 estdo apresentadas as metodologias analiticas empregadas para o desenvolvimento
da presente pesquisa. Em um primeiro momento, estdo detalhadas as etapas de amostragem e
caracterizacdo fisico-quimica e microbiolégica do solo estudado e a caracterizacdo quimica do 6leo
diesel utilizado. Em seguida, estdo descritos os procedimentos para a execucdo do experimento de
remediacéo do solo argiloso contaminado por 6leo diesel, bem como para obtencdo dos parametros
de avaliagdo da remocédo alcancada. E na seqiiéncia, consta o segundo experimento cujo objetivo foi

avaliar o comportamento sortivo do solo durante o processo de remediag&o propostos.

O Capitulo 5 traz os resultados e discute os principais parametros interferentes no processo de
biorremediacdo. Sdo abordadas as caracteristicas do solo (in natura e contaminado com diesel) e do
contaminante (Gleo diesel), no que se referem as alteragdes microbiolégicas, os niveis de metais-
tracos, com a introdugdo do diesel, e as principais adapta¢fes do meio contaminado (solo) para
resultados mais satisfatérios na biorremediacéo. Também estao descritos o processo de implantacao
do método de quantificagdo do naftaleno e os resultados pertinentes a mudanca do comportamento
sortivo do solo argiloso durante os tratamentos de remediacdo propostos no presente estudo (LF, BE
e BEBA). Resultados sobre os niveis de toxicidade do dleo diesel, durante etapas do tratamento,

também estdo apresentadas no citado capitulo.

As conclusdes estdo relatadas no Capitulo 6.

No Capitulo 7 estao propostas algumas recomendacdes resultantes do presente estudo.

O Capitulo 8 lista as referéncias bibliograficas utilizadas para embasamento da pesquisa.
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CAPITULO 1
INTRODUGAO

O oleo diesel tem sido usado massivamente no mundo inteiro e, conseqiientemente, tem se
tornado um dos mais comuns poluentes orgéanicos da superficie do solo e eventualmente considerado
um grande problema ambiental (Wang & Bartha, 1990; Bento et al., 2005). E empregado em
automoveis, furgdes, Onibus, caminhdes, em pequenas e grandes embarcacdes maritimas,
locomotivas e aplicacbes estacionarias (maquinas de grande porte e geradores elétricos)
(PETROBRAS, 2004).

Como derivado do petréleo, caracteriza-se por ser uma mistura complexa de destilados
intermediarios do 6leo cru. E composto de aproximadamente 40% de n-alcanos, 40% de iso e ciclo-
alcanos, 20% de hidrocarbonetos aromaticos, uma percentagem menor de isoprendides e de
compostos oxigenados, sulfurados e nitrogenados (Lee et al., 2002). Atualmente, vem representando
no mundo uma das principais preocupac¢des ambientais. As principais formas de contaminacao por
Oleo diesel se dado por vazamento de tanques de armazenamento, por bombas ou através de
derrames acidentais (Gallego et al., 2001).

Estima-se que s6 nos EUA, existam mais de 1,5 milhdes de tanques de armazenamento
subterraneos de gasolina e que semanalmente mais de 1.000 novos casos de vazamentos sao
encontrados em todo o territério norte-americano (Bratberg & Hopkins, 1995). No Brasil, esse dado
provavelmente ndo é diferente, jA que ndo ha fiscalizacdo e manutencao eficientes de tanques de
armazenamento, principalmente em postos de combustiveis, representando assim enormes riscos de
contaminacéao do lencol freatico e, por conseguinte, riscos a salde humana (Corseuil et al., 1996).

Segundo 6rgdos ambientais brasileiros, mais da metade da contaminacao de solo e do lencol
freatico por petroderivados é de responsabilidade de postos de combustiveis. Isso decorre do fato,
que em média, a vida Gtil dos tanques subterréneos é de 25 anos, portanto, supde-se que boa parte
desses ja esteja comprometida. Em Recife (PE), ha indicios da contaminacdo por derivados de
petréleo nas circunvizinhancas dos postos de combustiveis. No Estado, existem cerca de 1.187
postos e apenas a metade possui licenga ambiental e desse total, 480 estdo na Regido Metropolitana
do Recife (RMR), com 263 na Capital (SECRETARIA DO GABINETE CIVIL DE PERNAMBUCO,
2005). De acordo com a Agéncia Nacional de Petréleo (ANP), o nimero de postos é ainda maior,
chegando a 1.743, deixando Pernambuco entre os nove estados brasileiros com a maior quantidade
de revendedores de combustiveis.

CHAGAS-SPINELLI, A.C.O. Biorremediacéo... , 2007.
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Para tratamento do 6leo diesel, os processos de biorremediacdo tém sido atrativos, tanto in
situ quanto ex situ e, segundo estudos, com bons resultados (Joner et al., 2002; Huang et al., 2004;
Ghazali et al., 2004; Bento et al., 2005). No Brasil, o Plano de Contingéncia (TRANSPETRO, 2003)
indica que o tratamento in situ € o mais utilizado, inclusive para o tratamento do 6leo diesel. Dentre
eles estdo o processo de atenuacéo natural do solo e o bioestimulo que se da através de diferentes
incrementos, preferencialmente: adicdo de O, (aerificacdo) e fertilizagdo. O tratamento ex situ é
normalmente utilizado quando a contaminagdo ameaca alcancar o lencol freatico e quando ha como
objetivo minimizar problemas associados com aplicagdo no campo e avaliar a reducdo do custo
efetivo (Wilson & Jones, 1993; Balba et al., 1998).

No entanto, ha indicativos na literatura de limitagdes na remocédo total dos contaminantes,
principalmente, de hidrocarbonetos hidrofébicos, como é o caso dos HPAs. Segundo Huang et al.
(2004), o landfarming e a biorremediagdo, praticas usadas para remediagdo do petrdleo e de HPAs
em solos contaminados, tém indicado limitada eficiéncia na remocdo dos recalcitrantes e
hidrocarbonetos altamente hidrofébicos. Segundo esses trabalhos, o landfarming estimula a
volatilizacdo dos HPAs de cadeias pequenas, a biodegradacédo aerébia e a fotooxidagcdo, s6 que
apenas na superficie do solo. Dessa maneira, a combinacao de diferentes processos vem sendo um
indicativo mais promissor para tratar os diferentes HPAs no meio. No entanto, ainda sdo poucos 0s
estudos nessa direcdo, especialmente, em condi¢des tropicais, como é o caso do Brasil.

Além disso, outras consideracdes precisam ser feitas. Segundo estudos, o tratamento do dleo
diesel apresenta resultados diferentes no campo e em laboratério. Cutright (1995) obteve resultados
pouco satisfatérios no campo, mesmo apds bem sucedidos experimentos em laboratério. Atlas
(1995a) e Zytner (2002) indicam que essas divergéncias resultam de uma falta de compreenséo de
como algumas variaveis ambientais (transporte de massa nas fases sdlida, liquida e gasosa;
heterogeneidade espacial e competicAo dos microrganismos) interferem nos processos de
biorremediacéo.

A escolha do solo argiloso, como objeto de estudo, se deve ao fato deste ser muito comum no
territério brasileiro (solos tropicais, intemperizados); pouco estudado na literatura; e um dos mais
representativos na Regido Metropolitana da Grande Recife, onde esta instalada boa parte dos postos
de combustiveis. Além disso, € um tipo de solo muito utilizado para aterro, tendo como exemplo a
Zona Industrial Portuaria (ZIP) de Suape — PE, aonde vem sendo ampliado o nimero de
empreendimentos, entre elas a refinaria de petroleo que tera, a partir de 2011, 200 mil barris
processados por dia, sendo 60% de dleo diesel. No entanto, apesar dessa abrangéncia e uso, o solo
argiloso é pouco estudado no que tange a tratamentos de biorremediacdo. Outro aspecto que merece
atencao € que pouco se conhece sobre o comportamento sortivo de solos tropicais e das variaveis
capaz de altera-lo.

Desse modo, a presente pesquisa traz como objetivo, e carater inovador, a proposta de
avaliacdo da eficiéncia de diferentes tratamentos de biorremediacdo, quando aplicados a solo
argiloso contaminado por 6leo diesel, associada ao estudo do comportamento sortivo do solo local e
de possiveis alteragées promovidas pelo uso de biotratamentos. Para a execugdo da pesquisa esta

foi dividida em dois aspectos: os testes de remediacdo que abordaram os procedimentos de
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biorremediacdo do solo contaminado, bem como o percentual de degradacdo alcancado por
indicadores especificos (6leos e graxas, carbono organico, hidrocarbonetos poliaromaticos) em
diferentes intervalos do processo; e, o teste de sor¢do aplicado durante a execucdo dos tratamentos
de biorremediacéo propostos. Para permitir a execuc¢éo do teste de sorcéo, foi desenvolvido o0 método
para quantificacdo do naftaleno por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE (High

Performance Liquid Chromatographic - HPLC).
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CAPITULO 2.
REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. OLEO DIESEL E A PROBLEMATICA AMBIENTAL DOS CONSTITUINTES
POLIAROMATICOS

O o6leo diesel € um combustivel utilizado nos motores de combustédo interna e ignicdo por
compressdo, os chamados Motores do Ciclo Diesel (PETROBRAS, 2004). Em funcdo da gama de
aplicacOes, o 0leo diesel se destaca como uma importante preocupacao nos indices de contaminagao
ambiental por petroderivados (Wang & Bartha, 1990; Gallego et al., 2001).

Ha diferentes tipos de diesel e esta variagdo decorre do nimero de carbonos predominantes
em sua constituicdo. A escala tipica de carbonos para a Classe Diesel 1 é de C8 a C17, com a
maioria na escala C10 a C14 (similar ao combustivel de jato e o querosene); e o Diesel 2, com
numero de carbonos variando de C8 a C26, com a maioria na escala C10 a C20 (similar ao éleo
combustivel). De modo amplo, os componentes principais do 6leo diesel sdo similares aqueles
presentes no 6leo cru, sendo constituido, em sua maioria, por hidrocarbonetos alifaticos contendo de
9 a 28 atomos de carbono (Figura 1), mas diferenciando-se por possuir uma fracdo elevada dos

compostos aromaticos (de 30 a 40%) (Weisman, 1998).
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Gasolina
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auerosene
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Figura 1. Numero de carbonos e pontos de ebuligdo de fracdes do petréleo. Adaptada de Weisman (1998).

A alta concentracdo de aroméaticos no 6leo diesel é decorrente do seu processo de producéo.
Este é destlado em uma faixa de temperatura similar aquela em que sado destilados os
hidrocarbonetos poliaromaticos (HPAs) e os derivados alquilicos (de 160 a 410 °C). A gasolina, por
exemplo, é deionizada na faixa de 80 a 120 °C, apresentando uma menor fragdo de HPAs quando
comparado ao diesel.

Estas caracteristicas especificas para qualquer petroderivado, no entanto, podem apresentar
variagbes uma vez que sao dependentes da origem do 6leo cru, do grau de modificagdo quimica, tal
como o cragueamento, do método de producdo e dos processos de destilacdo (Lee et al., 2002),
podendo, consequientemente, trazer variagdes fisico-quimicas aos 6leos produzidos.

De modo geral, a constituicdo quimica do 6leo diesel é bastante complexa. E formado
aproximadamente de 40% de n-alcanos, 40% de iso e ciclo-alcanos, 20% de hidrocarbonetos
aromaticos e de uma percentagem menor de isoprendides, compostos oxigenados, sulfurados e
nitrogenados (Lee et al., 2002). Possui também um alto teor de enxofre, normalmente, variando entre
0,1 a 0,5% (Braun & Schmal, 2003).

O risco de contaminacdo por 6leo diesel reside no fato desse combustivel incluir essa
complexa mistura de hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP), onde estéo incluidos os HPAs, que

sd80 na sua maioria, recalcitrantes e carcinogénicos (Lee et al., 2002). Esses compostos fazem parte
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dos chamados Poluentes Organicos Persistentes (POPSs), substancias resistente a degradagéo que
se bioacumulam e representam risco a saide humana e ambiental.

Estudos indicam que os HPAs formam, provavelmente, o grupo de contaminantes ambientais
mais comum no nosso planeta e vem merecendo redobrada atencdo. Segundo Pereira Netto et al.
(2000) e Mesquita (2004), a relagdo entre a incidéncia de cancer, nos Ultimos 3 séculos, e a
exposicdo de seres humanos a HPAs, especialmente, em éareas urbanas e industriais, vem
estimulando uma série de pesquisas sobre fontes geradoras, bioacumulacdo, metabolismo e
disposicéo em ecossistemas aquaticos e terrestres.

Os hidrocarbonetos aromaticos, do qual fazem parte os HPAs, sédo aqueles que possuem um
ou mais anéis benzénicos em sua estrutura quimica. O benzeno € o hidrocarboneto aromatico mais

simples (CgHg ), sendo composto por um anel com a forma de um hexagono (Figura 2).

oo

Figura 2. Exemplos de representacdes graficas do composto aromatico benzeno.

Os hidrocarbonetos aromaticos sédo estaveis quimicamente e essa estabilidade é atribuida a
uma disposicdo particular das nuvens eletrénicas e das formas de ressonéncia do anel benzénico.
Essa caracteristica implica na participacdo preferencial desses compostos em reacdes de
substituicdo, podendo entéo persistir no ambiente (Pine, 1987).

Os hidrocarbonetos poliaromaticos, os HPAs, por sua vez, é a classe mais perigosa dos
compostos aromaticos e das espécies quimicas organicas em geral. Estes sao constituidos de dois
ou mais anéis benzénicos arranjados de modo linear, angular ou em cacho. Por definicdo, eles
contém atomos de C e H, embora possam ser facilmente substituidos no anel benzénico por alguns
atomos como, por exemplo, N, S e O para formar compostos aromaticos heterociclicos (Pine, 1987).

Estes hidrocarbonetos apresentam também um carater hidrofébico, ou seja, pouca afinidade
com a agua e sollveis apenas em solventes organicos, como boa parte dos aromaticos. Em
condicdes naturais, sua solubilidade efetiva no ambiente depende da transferéncia facilitada por um
composto mais miscivel, através de um processo chamado “efeito de co-solvéncia”. Esse efeito
permite que, mesmo com baixa solubilidade, os aromaticos possam ser lixiviados junto a um
composto quimico que age como solvente. A combinacdo de alcool com compostos aromaticos
benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX) da gasolina € um exemplo classico da elevagao de
risco de contaminagdo ambiental (Cordazzo et al., 1999).

Existem mais de 100 diferentes tipos de HPAs e sdo geralmente encontrados como misturas,

nao como simples componentes. Dentre as inUmeras origens dos HPAs, as emissdes antropogénicas
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sdo estimadas em aproximadamente 90% da liberacdo total como, por exemplo, podem ser citados
0s processos de combustdo de material organico, especialmente, a exaustdo de motores a diesel ou
a gasolina, a queima de carvao, as fotocopiadoras, a exaustéo de fabricas de incineracdo de rejeitos,
a fumaca de cigarro, além de varios processos industriais como, por exemplo, a producao de aluminio
e gaseificacdo do coque, etc. Desse modo, os HPAs sdo sempre formados quando materiais
organicos sdo queimados e a composicdo e a complexidade de seus constituintes dependem das
fontes emissoras e das condi¢cBes de queima (Pereira Netto et al., 2000; Brandli et al., 2004).

Em condi¢Bes naturais, os HPAs sao formados durante reacdes geolégicas associadas a
producdo de combustiveis fésseis minerais, durante a queima de vegetacdo em floresta e também
como resultado de algumas reacdes de plantas e de bactérias (Blumer, 1976 apud Wilson & Jones,
1993). Entretanto, sdo as origens antropogénicas, particularmente, a queima de combustiveis fésseis,
as fontes mais significativas de HPAs para o ambiente (Wilson & Jones, 1993).

Os HPAs, baseado em pesquisas mundiais, foram avaliados quanto aos seus riscos a saude
humana e 16 destes foram classificados pela USEPA como prioritarios para o monitoramento

ambiental (Tabela 1).
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Tabela 1. Classificagdo dos HPAs estudados no presente trabalho quanto & sua carcinogenicidade (IARC),

carcinogenicidade e ocorréncia (USEPA) e periculosidade (ABNT).

HPAS SIMBOLO IARC USEPA ABNT ESTRUTURA
QUIMICA
Naftaleno NAP Possivel Prioritario Nao citado
carcinogénico
Acenafteno ACE Nao citado Prioritario Nao citado @'@
Acenaftileno ACY N&o citado Prioritario N&o citado @ig
Fluoreno FLU Nao Prioritario Né&o citado @‘@
carcinogénico
Fenantreno PHE Nao Prioritario Nao citado
carcinogénico
Antraceno ANT N&o Prioritario N&o citado
carcinogénico
Fluoranteno FLT Nao Prioritario Confere @.Ob
carcinogénico Periculosidade
Pireno PYR N&o Prioritario N&o citado ©©
carcinogénico @@
Benzo(a)antraceno BaA Provavel Prioritario Confere ©©©©
carcinogénico Periculosidade
Criseno CHR N&o Prioritario Confere ©©©©
carcinogénico Periculosidade
Benzo(b)fluoranteno BbF Plossi\{ell Prioritario Qonfere ©©©.©
carcinogénico Periculosidade
Benzo(k)fluoranteno BkF Possivel Prioritario N&o citado ©©-©©
carcinogénico
Benzo(a)pireno BaP Provavel Prioritario Confere @@O
carcinogénico Periculosidade @@
Dibenzo(a,h)antraceno DBA Provavel Prioritario Confere ©©©©
carcinogénico Periculosidade @
Benzo(g,h,i)perileno DGP N&o Prioritario N&o citado @@%
carcinogénico @@
Indeno(1,2,3-c,d)pireno IND Possivel Prioritario Confere ©©

carcinogénico

Periculosidade

©
L
©
©),

FONTE: Tabela adaptada de ABNT (1987); Costa (2001); Sisinno et al. (2003); Brandli et al. (2004) e IARC (2006).

NOTA: IARC - International Agency for Research on Cancer: Provavel carcinogénico em humanos — limitada evidéncia em
humanos e suficiente em animais; Possivel carcinogénico em humanos — limitada evidencia em humanos e insuficiente em
animais; N&o carcinogénico para humanos. USEPA — United States Environmental Protection Agency. ABNT — Associacdo
Brasileira de Normas Técnicas (NBR 10.004). N&o citado - refere-se aos HPAs ndo mencionados nas fontes pesquisadas.
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Os danos a saude humana dependem, freqiientemente, do tipo de exposi¢cdo ou do caminho
pelo qual o contaminante entra no corpo humano. Absorcdes através da pele, pelo contato direto e
por ingestdo acidental através do trato gastrintestinal sdo geralmente os caminhos de exposicdo de
maior preocupacdo quando o individuo entra em contato com &agua e com solos/sedimentos
contaminados. Os efeitos mais comuns sdo: alteracdes do DNA, troca de cromatides irmas,
aberrac6es cromossdémicas e sintese descontrolada do DNA.

A Tabela 2 apresenta a concentracdo de alguns dos HPAs encontrados no 6éleo diesel
comercial da PETROBRAS. Percebe-se a alta representatividade do naftalenos, fenantrenos e

fluorenos.

Tabela 2. Concentragédo e fragdo molar de alguns HPAs de um 6leo diesel comercial da PETROBRAS.

HPAS CONCENTRAGAO (ug.g™) FRACAO MOLAR
Naftaleno 622,40 9,71x10™
2-metil naftaleno 2.341,10 3,29x107°
1-metil naftaleno 1.496,70 2,11x10°
C2 naftalenos 3.534,50 4,53x10°
C3 naftalenos 3.677,20 4,53x10°
C4 naftalenos 1.430,60 1,55x10™
SOMA naftalenos 13.102,50 1,70x107
Acenafteno 14,80 1,92x107°
Acenatftileno 5,40 7,10x10°
Fluoreno 76,40 9,19x10”
C1 fluorenos 129,00 1,43x10™
C2 fluorenos 193,10 1,99x107
C3 fluorenos 212,10 2,04x10™
Fenantreno 265,50 2,98x10™
C1 fenantrenos 758,20 7,89x10™
C2 fenantrenos 691,00 6,70x10™
C3 fenantrenos 603,40 5,48x10™
C4 fenantrenos 182,60 1,56x107
Antraceno 6,90 7,74x10°
Fluoranteno 10,70 1,06x10™
Pireno 18,20 1,80x107°
C1 pirenos 58,30 5,40x10”
C2 pirenos 129,20 1,12x10°
Benzo(a)antraceno 3,50 3,06x10°
Criseno 16,30 1,43x10°
C1 crisenos 63,60 5,30x10"”
C2 crisenos 75,50 5,89x107°
Benzo(b)fluoranteno 1,50 1,19x10°
Benzo(k)fluoranteno nd -
Benzo(a)pireno 1,70 1,35x10°
Indeno(1,2,3-cd)pireno nd -
Dibenzo(a,h)antraceno nd -
Benzo(ghi)perileno 0,20 1,45x10”
Total de HPAs 16.620,00 2,04x107

FONTE: Kaipper (2003).
NOTA: Dado obtido no CENPES (Laboratério de Espectrometria de Massas / LABEM — Método 8270B USEPA). C1, C2, C3,
C4 correspondem ao nimero de carbonos que podem ser grupos metil, etil, propil ou butil em diferentes posigdes.
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Segundo estudos, a persisténcia no ambiente e o grau de periculosidade costumam ser
agravados a medida que o nimero de anéis aromaticos aumenta na molécula (U.S. DEPARTMENT
OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2003). Segundo Brandli et al. (2004), o nimero dos anéis
tende a provocar variagdes importantes nas propriedades fisico-quimicas desses compostos.

A solubilidade em &gua e a volatilidade, por exemplo, tendem a diminuir com ndmero
crescente de anéis aromaticos. O naftaleno (NAP), HPA com 2 anéis, exibe uma solubilidade em
agua de 31 mg.L'1 e uma pressdo do vapor de 10,4 Pa (em 25°C). Os v alores correspondentes para
benzo(g)pireno (BGP), com 6 anéis, sdo de 2,6x10° mg.L'l e de 1,39x10™ Pa (em 25° C),
respectivamente (Brandli et al., 2004).

O numero crescente de anéis também acompanha a capacidade crescente de sor¢céo sobre
particulas (Koy do NAP: 3,37; Ko, do BGP: 7,10) com conseqiiente crescimento do potencial para a
acumulacéo e decréscimo do potencial de biodegradabilidade desses compostos. Na atmosfera, a
sorcao aos aeross0is é importante, particularmente, para HPAs de 4 a 6 anéis (Smith et al., 2001).

A persisténcia dos HPAs, de acordo com estudos, esta relacionada a baixa solubilidade em
agua e, principalmente, ao tamanho da molécula (Amellal et al., 2001; Zytner, 2002 e Potin et al.,
2004). Moléculas com mais de trés ou quatro anéis benzénicos fundidos tendem a ser mais
persistentes (Amellal et al., 2001 e Zytner, 2002). Esta persisténcia deve ser atribuida a prépria
dificuldade do transporte de moléculas maiores através da membrana celular e a alta hidrofobicidade,
caracteristica dos poliaromaticos de alto peso molecular (Zytner, 2002). Essa limitacdo costuma
aumentar a sor¢cao na matriz do solo e, consequentemente, diminuir 0 acesso desses contaminantes
a biodegradacéo.

Além dessa tendéncia dos HPAs ficarem presos em particulas sélidas, tais como solo e
sedimento, e poderem assentar no fundo de rios, lagos, ha também um grande risco a satde humana
e ambiental. Ha a possibilidade de esses compostos serem carreados junto com o contaminante de
origem, como exemplo o 6leo diesel, que liberado na superficie ou subsuperficie pode alcancar o
lencol freatico ou podem ainda ser assimilados pela biota e entrar na cadeia alimentar por meio de
bioacumulacdo e bioconcentracdo (Finotti et al.,, 2001; Karthikeyan & Bhandari, 2001; U.S.
DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2003; Oros & Ross, 2004).

Desse modo, os estudos de contaminacdo exigem um conhecimento amplo das
particularidades do proprio contaminante, das propriedades da matriz em questdo e as relacdes

possiveis entre estes.

2.2 ROTA NO AMBIENTE: TRANSPORTE E DESTINO DE PETROLEO E DERIVADOS

O petréleo e seus derivados sdo compostos altamente disponiveis no ambiente e sua entrada
ndo garante um confinamento apenas no compartimento ambiental de exposicdo (atmosfera,
superficie ou subsuperficie, no meio aquoso ou solo/sedimento), podendo seguir ou percolar para

outros compartimentos, ficando entdo sujeitos a diversas reacdes (Figura 3).
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Figura 3. Esquema do destino de contaminantes organicos no ambiente. Adaptado de Semple et al. (2001).

A principal rota de transporte dos HPAs € feita através da atmosfera. Concentragcées de HPAs
sd0 da ordem de poucos nanogramas por metro clbico (ng.m™) de ar. Os veiculos motorizados
(automoveis, caminhfes e 0nibus) contribuem significativamente para o aumento da poluicdo
atmosférica com HPAs através da exaustdo de gases, particulas de pneu e 6éleo lubrificante. Durante
0 processo de combustao, os veiculos que utilizam o éleo diesel constituem a maior fonte de HPAs de
baixo peso molecular para a atmosfera, enquanto os veiculos movidos a gasolina séo fonte de HPAs
de alto peso molecular (Holliger et al., 1997).

No entanto, como os HPAs sédo caracterizados por sua baixa solubilidade em agua e alto
coeficiente de particdo octanol-agua (K,,), ou seja, devido a sua hidrofobicidade natural, estes
tendem a se acumular nas particulas finas e na matéria organica (M.O.) do solo ou sedimento,
tornando-os assim os principais reservatorios de hidrocarbonetos poliaromaticos. Atualmente, a
concentracdo de HPAs nos sedimentos marinhos, por exemplo, é da ordem de alguns ng.kg™ até
g.kg'1 (Mesquita, 2004). O acumulo nesses compartimentos pode ser proveniente de varias fontes,
incluindo a prépria deposicdo atmosférica, a producdo off-shore, o transporte de petréleo, o
armazenamento de combustiveis e o langcamento de esgoto.

As diferentes fragBes dos hidrocarbonetos do petréleo quando livres no solo, superficial e
subsuperficial, podem se apresentar de quatro maneiras: (i) as mais leves podem se distribuir na fase
de vapor subsuperficial (no gas do solo); (ii) as mais densas, no meio residual (sorvido em particulas
do solo, incluindo a matéria organica), (iii) no meio aquoso (dissolvido na agua) ou (iv)

individualizadas (hidrocarbonetos liquidos) (Figura 4).
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Figura 4. Distribuicdo vertical no solo das fases dos hidrocarbonetos (HCs). Adaptada de USEPA (2004b).

Os hidrocarbonetos leves estando na fase de vapor subsuperficial sdo muito mais méveis.
De maneira geral, as velocidades e as distancias de alcance de difusdo e de advecc¢édo do vapor no
solo podem ser influenciadas por varios fatores: gradientes de concentracdo quimica, permeabilidade
do solo, contetido de umidade, gradientes de presséo, temperatura, gravidade e pelas propriedades
fisico-quimicas dos HCs (USEPA, 1993). Além disso, podem migrar por distancias relativamente
grandes, quando préximos a trajetos preferenciais, como: fraturas, camadas de areia e linha de
canalizacdo do servico publico ou podem volatilizar para o ambiente (USEPA, 2004b).

No caso especifico do 6leo diesel, quando este é derramado no solo, os componentes
volateis também sado removidos rapidamente (Cunningham et al., 2004). No entanto, boa parte das
fracbes de HPAs, que sao por natureza semivolateis e hidrofébicos, tende a permanecer no meio
sélido.

Quando liberados no ambiente subsuperficial, como a partir de tanques de armazenamento
em postos de combustiveis, os hidrocarbonetos liquidos tendem a migrar para baixo sob a influéncia
de forcas de gravidade e capilar. O efeito da gravidade é mais pronunciado em liquidos com
densidade mais elevada. O efeito das forgas capilares € similar a um liquido extraido de uma esponja
seca: quando a fonte libera liquidos do petréleo, o solo subjacente se torna saturado e a borda
principal do liquido migra mais profundamente, deixando um nivel residual de hidrocarbonetos imével
no solo e acima da origem do derrame (USEPA, 2004b).
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Caso o volume dos hidrocarbonetos do petréleo liberado na superficie seja pequeno, relativo
a capacidade da retengdo do solo, entdo os hidrocarbonetos tenderdo a sorver em particulas deste e
a massa inteira fica imobilizada. Para que os hidrocarbonetos do petréleo se acumulem como produto
livre no meio, um volume da liberacdo deve ser suficiente para superar a capacidade de retencéo do
solo, entre o ponto de derrame e o nivel do lencol fredtico (USEPA, 2004b). No caso de solos
argilosos, que possuem predominantemente uma alta capacidade de sorver compostos, 0s
petroderivados tendem a ficar imobilizados. Isso também decorre da propria particularidade dos
compostos organicos hidrofébicos (COHs), como é o caso dos HPAs dos combustiveis, que quando
no meio ambiente, por serem freqiientemente imisciveis em agua, ficam presentes como uma fase
liquida ndo aquosa (NAPL, Non-Aqueous Phase Liquids), com maior dificuldade de percolacao.

Assim, varios sao os fatores que influenciam o comportamento e o destino do contaminante
no ambiente. Estes fatores podem ser fisicos, quimicos ou biolégicos e sdo varios 0S processos
envolvidos, entre eles: adveccao, difusdo, adsorcdo, dessorcdo, volatilizacdo e degradagcdo quimica
ou biolégica. A importancia de cada processo depende do local, tipo e caracteristicas do solo, do
contaminante e das interacdes entre estes (Carlson, 1999; Zytner, 2002).

A Tabela 3 apresenta valores tipicos de saturagdo residual do 6leo diesel observados na zona
insaturada em diferentes tipos de solos. Esse valor é obtido a partir de um valor especifico para cada
tipo de solo, multiplicado pelo fator de correcéo da viscosidade do hidrocarboneto em questao.

No caso de produtos de baixa viscosidade, como a gasolina, o fator de correcéo € 0,5; para
compostos mais viscosos como querosene e Oleo diesel é de 1,0 e 2,0, respectivamente (Oliveira,
1992). No caso em estudo, a capacidade de retencdo do dleo diesel em solo argiloso fica em torno de
60 L.m™ (Tabela 3).

Tabela 3. Valores tipicos de saturacdo residual do oleo diesel da zona insaturada em diferentes fracGes

granulométricas do solo.

FRACOES GRANULOMETRICAS DO SOLO CAPACIDADE DE RETENCAO DE OLEO (L.m™®)
Cascalho grosseiro 5
Cascalho, areia grossa 8
Areia grossa a média 15
Areia média a fina 25
Areia fina a silte 40
Argila 60

FONTE: Oliveira (1992).

Além do ar, sedimento marinho e solo, como ja citado, os HPAs podem atingir a biota. A sua
entrada nos organismos esta ligada a biodisponibilidade (Ex.: particdo entre sedimento, agua e
alimento), e a fisiologia do organismo, sendo influenciada também pelo tamanho do organismo, taxa

de ingestdo, taxa de crescimento, permeabilidade da membrana, taxa de ventilagdo, tempo de
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residéncia no intestino e regulacdo osmotica. Uma vez nos organismos, 0 xenobionte pode ser
apenas eliminado, acumulado em seus tecidos, transformado ou degradado por completo.

A eliminacdo de HPAs pelos organismos pode ocorrer por difusdo passiva ou por excrecao
durante o seu processo metabdlico. A acumulacdo se da quando, em contato com a biota, o
contaminante é incorporado se ligando a moléculas protéicas e ao tecido gorduroso por um processo
denominado de bioconcentracdo. Assim, o mesmo pode ser transferido ou ndo através da cadeia
alimentar, por um outro processo conhecido como bioacumulagéo. Isso traz sérias implicagfes para a
pesca, por exemplo, e conseqiientemente a sadde publica.

A bioconcentragdo ou bioacumulacdo dos HPAs decorre especialmente da baixa distribuicéo
desses poliaromaticos em agua, em funcdo de sua hidrofobicidade e grande afinidade lipofilica,
melhor discutidas na secéo 2.5. Esta afinidade tende a ser maior com o0 aumento do nimero de anéis
aromaticos, o que acarreta uma facil adsor¢cdo desses contaminantes pelos organismos vivos
(Kaipper, 2003).

2.3 SOLO: ESTRUTURA E CARACTERISTICAS

2.3.1 Estrutura geral do solo

O solo consiste de fases, gasosa, liquida e sélida, que combinadas formam varios ambientes
fisicos, biolégicos e quimicos, com diferentes interfaces (gas-liquido, liquido-solido e soélido-gas), o
que aumenta a complexidade desse sistema (Zytner, 2002).

A fase gasosa na matriz do solo é composta, principalmente, de CO, e O, e estes
apresentam concentracdes diferentes daquelas encontradas na atmosfera, variando, inclusive,
através do perfil do solo. O conteddo de O, decresce com o aumento da profundidade no solo e o
CO, tem comportamento inverso.

A fase liquida consiste de agua de gravitacdo e da agua capilar. A dgua de gravitacao é
afetada somente pela gravidade e a agua capilar depende da natureza polar das moléculas de agua e
das pontes de hidrogénio com a superficie polar das particulas do solo. A fase sélida € composta de
minerais, materiais precipitados amorfos e de particulas organicas. Esses constituintes da fase sélida
do solo variam em composicao, distribuicdo e area superficial da particula e tendem a variar também
com a profundidade.

A Figura 5 apresenta as fases do solo e uma breve descricdo dos seus constituintes.
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Fase sdlida
Fragmentos de rocha e
minerais (argilominerais).

Fase liquida
M.O.: revestindo superficies, Aaua imavel. adsortiva.
restos de planta, querogénio
(féssil), complexos argilosos

organicos.

Agua intraparticula.

Agua interparticula ou
pendular (com compostos
dissolvidos).

Particulas suspensas: argila-
metal-himica, coldides
organicos e inorganicos,
associagbes de polimeros
orgéanicos, micelas.

Fase gasosa
Ar solo

Figura 5. Componentes da zona insaturada do solo. Adaptada de Grathwohl (1998).

2.3.2 Caracteristicas do solo

O solo pode ser conceituado como um corpo natural, complexo e dindmico, formado na
superficie da crosta terrestre, como resultado da fragmentacdo e decomposicdo (quimica) de rochas
através da acdo conjugada de diferentes fatores de formacéo (fatores pedogénicos) (EMBRAPA,
2002).

A natureza do solo e suas propriedades podem variar amplamente, sendo determinadas,
principalmente, pela extensdo dos minerais presentes e pela acdo do intemperismo. Os principais
fatores que influenciam a natureza e as propriedades do solo sdo: (i) o tipo de rocha-mée, que
determina o conteldo mineral e as proporgdes relativas das fragfes areia, silte e argila; (ii) o ajuste
geomorfolégico (inclinagdo e drenagem), que tem relagdo direta sobre a distribuicdo do tamanho do
gréo; (ii)) o tempo, interferindo no periodo de exposi¢édo ao intemperismo e na extensdo da formacgao
do solo; (iv) os organismos, que influenciam a fertilidade do solo, a ciclagem de nutrientes, etc.; e (v)
pode ainda ser incluida a acdo humana (Aswathanarayana, 1995).

A rocha-mae fornece os constituintes minerais do perfil do solo e a vegetacédo presente da
origem a acumulacdo de matéria organica no solo. Os componentes da rocha e o material orgéanico,
sujeitos a variadas reacdes fisicas, quimicas e bioquimicas, sdo transformados e misturados com
maior ou menor intensidade, conduzindo a diferenciagcdo dos horizontes e as caracteristicas do solo.

O solo, desse modo, € uma mistura complexa de materiais organicos e inorganicos (minerais)
gue, como se sabe, sdo 0s principais responsaveis por sua atividade quimica (Lopes & Guilherme,
1992), e, inclusive, pelo efeito aprisionador de contaminantes. Essa capacidade é influenciada pelas
propriedades do solo e pela relacao destas com as caracteristicas do contaminante (Zytner, 2002).

Conceitualmente, as fracdes do solo que aprisionam contaminantes podem ser classificadas
em dois grupos principais: a superficie mineral, diretamente influenciada pela textura, e a matéria

organica (Harayama, 1997).
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A superficie mineral solida do solo é constituida por minerais primarios e por minerais
resultantes da alteracdo destes, designados por minerais secundarios. Os minerais primarios
encontrados no solo provém da rocha a partir da qual esse solo se originou, persistindo mais ou
menos inalterados na sua composicdo. Sao portanto herdados da rocha-mée e dao origem as fracdes
de granulometria mais grosseira, que sao relativamente inertes quimicamente.

Os minerais secundarios, podem ocorrer no solo principalmente por 3 processos: (i)
resultantes da meteorizagdo dos minerais primarios menos resistentes; (i) por simples alteracdo da
estrutura de determinados minerais primarios verificada in situ; e (iii) herdados diretamente da rocha-
mae. Fazem parte desse grupo os minerais de argila ou argilominerais e os 6xidos e hidroxidos de
aluminio, manganés e ferro, sendo o minerais de argilas 0s principais reponsaveis pelo
aprisionamento de contaminantes organicos hidrofébicos (COHs) (Costa, 2004).

Os argilominerais sdo essencialmente compostos por particulas cristalinas extremamente
pequenas de um grupo relativamente restrito de minerais, para 0 qual se adaptou a designacao
genérica de minerais de argila. Sdo essencialmente silicatos de aluminio hidratados, com magnésio
ou ferro substituindo parcialmente o aluminio em alguns minerais e que, em alguns casos, incluem
elementos alcalinos ou alcalino-terrosos como constituintes essenciais. Pertencem todos ao grupo
dos filossilicatos (Costa, 2004).

Sao formadas por dois tipos de unidades, octaédricas e tetraédricas, que unem-se entre Si
por fortes ligacdes covalentes formando camadas. No entanto, em varios minerais de argila, essa
estrutura esta eletrostaticamente desequilibrada, como resultado da substituicdo de ions durante a
formacdo dos minerais, sem alteracdo das dimensBes das unidades estruturais (substituicdes
isomorficas). Por isso, no geral, os minerais de argila séo eletronegativos e é essa diferenca de carga
que permite a troca ibnica e, consequentemente, o aprisionamento de compostos.

Essa capacidade de trocar ions é chamada de capacidade de troca ibnica (CTI) ou catibnica
(CTC), ja que a troca ocorre principalmente com cétions. A mais alta CTC é dos argilominerais e
decorre de sua estrutura reticular e de sua maior area superficial (Aswathanarayana, 1995; Zytner,
2002).

O balanc¢o de carga negativa desenvolvido no processo de formacéo de argilominerais e M.O.
séo divididas em cargas permanentes e dependentes do pH. As primeiras existem nas estruturas dos
minerais e, portanto, estdo sempre operantes. As cargas dependentes, por sua vez, sdo efetivas ou
ndo, dependendo do pH do meio: a medida que se aumenta o pH, a dissociacao é favorecida, sendo
geralmente originarias da substituicdo isomorficas e da dissociagdo do grupo OH™ (Lopes &
Guilherme, 1992). Desse modo, a influéncia do pH do meio sobre a CTC sera tanto maior, quanto
maior for a presenca de espécies argilominerais com dominancia de cargas dependentes do pH e, ou,
de M.O..

Os minerais de argila mais frequentes nos solos sédo principalmente minerais dos grupos da
caulinita, da montmorilonita e das ilitas. Os tipos dependem principalmente: (i) da razdo Si:Al; (ii) da
proporcao de elementos alcalinos e alcalino-terrosos da rocha-mae; (iii) das duracao do periodo em
gue os elementos liberados da rocha-mée se mantém na zona de alteracgao; (iv) duragdo do periodo

da alteracéo.
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A caulinita tem uma razéo entre Si e Al de 1:1, em camadas estruturais mais robustas e ndo
expansiveis nas CNTP, que proporciona menor area superficial e menor capacidade de sor¢do. Na
caulinita, s6 ocorre sorcao na superficie externa. A montmorilonita apresenta uma razéo de 2:1 entre
Si e Al e sua estrutura cristalina pode se expandir, de modo que, compostos organicos podem ser
sorvidos, dentro ou fora da superficie (Carlson, 1999).

A unidade estrutural das ilitas €, a semelhanca da da montmorilonita, composta por duas
camadas tetraédricas de silica com uma camada octaédrica de alumina (Al,O3) central. Sao também
minerais do tipo 2:1 e, tal como na montmorilonita, ha sempre consideraveis substituicdes
isomorficas. No entanto, nas ilitas estas substituicbes dao-se principalmente nas camadas
tetraédricas, onde ha sempre substituicdo de silica por aluminio. Essa disponibilidade de superficies
internas nos argilominerais tipo 2:1 também influencia a capacidade de aprisionar agua e de
penetracdo de nutrientes inorganicos, além das reacdes de sorcdo (Tabela 4). Essas propriedades
dos argilominerais se tornam mais importantes quando o conteido de carbono orgénico (Coy) S€
torna baixo (Aswathanarayana, 1995; Zytner, 2002).

Tabela 4. Areas especificas e CTCs de alguns argilominerais e fracdes granulométricas.

MINERAL E TAMANHO DA ESTRUTURA AREA CAPACIDADE DE TROCA
PARTICULA ESPECIFICA CATIONICA (CTC)
(m*.g™) (cmole.kg™)

ARGILOMINERAIS Caulinita 11 10-20 3-15
Haloisita 1:1 21-43 5-50
llita 2:1 70-120 10-40
Clorita 2:1 79-150 10-40
Vermiculita 2:1 300-500 100-150
Montmorilonita 2:1 800 80— 120
Esmectita 2:1 700-800 60-150
Alofana amorfa 70-300 25-70

FRACOES Silte <0,1 Muito pequena

GRANULOMETRICAS Areia fina <0,1 Muito pequena
Areia grossa <0,1 Muito pequena

FONTE: Picarelli (2003).

A textura, outra importante propriedade do solo, refere-se a distribuicdo do tamanho dos
gréos. Dentre as fragcdes mais finas, trés tamanhos de particulas sao reconhecidos: argila, de textura
fina (< 0,002 mm); silte, de textura média (0,002 — 0,05 mm) e areia, textura grossa (> 0,05 mm)
(Tabela 5). A textura do solo é determinada, portanto, pela propor¢céo relativa dessas trés fracdes
granulométricas e tem uma profunda influéncia sobre o status do nutriente e a capacidade de

retencdo da umidade do solo (Aswathanarayana, 1995), bem como de contaminantes.
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Tabela 5. Classificagcdo quanto ao tamanho das particulas (textura) da fase solida do solo. Escala Internacional

de Attenberg.
TAMANHO DA PARTICULA DIMENSAO
Blocos > 200 mm
Calhaus 200 - 100 mm
Seixos 100 - 50 mm
Seixos médios 50 - 20 mm
Cascalho 20 -5mm
Granulo 5-2mm
Areia grossa 2-0,2mm
Areia fina 0,2 - 0,02 mm
Silte 0,02 - 0,002 mm
Argila < 0,002 mm

FONTE: Suguio (1973).

A Tabela 6 descreve a textura do solo a partir da proporgao entre as fragcdes granulométricas.

Tabela 6. Classificacdo da fase sdlida do solo quanto a textura em fungdo da proporgéo relativa das fracGes

granulométricas (areia, silte e argila).

TEXTURA RELACAO ENTRE AS FRACOES
GRANULOMETRICAS DO SOLO
Arenosa Argila + silte < 15%
Média 35% > argila + silte 2 15%
Argilosa 35% < Argila < 60%

Muito argilosa

Argila > 60%

FONTE: Prado (1991).

A fracdo argila do solo, isto é, o conjunto de particulas minerais de diametro inferior a 0,002
mm, pode incluir na sua parte menos fina certa propor¢do de minerais primarios, mas € constituida
essencialmente por minerais secundarios: minerais de argila, oxidos e hidroxidos de aluminio,
manganés e ferro. Desse modo, tem uma superficie especifica extraordinariamente elevada e &, por
exceléncia, a parte quimicamente activa da fracdo mineral dos solos, além de apresentar influéncia
significativa em suas propriedades fisicas.

Desse modo, os solos argilosos, normalmente, apresentam uma maior capacidade de
adsorver compostos a ele adicionados, em funcdo do grande numero de sitios de troca idnica em
aberto, resultado dos argilominerais presentes.

A porosidade do solo também tem uma relagdo direta com o aprisionamento de
contaminantes. A alta porosidade observada em solos argilosos, especialmente naqueles ricos em
M.O., aumenta a capacidade de reter agua e aprisionar contaminantes em um chamado dominio

imovel.
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O conte(ido organico ou de matéria organica (M.O.) no solo também €é uma importante
propriedade para compreender as relacdes estabelecidas entre o solo e o contaminante organico. A
matéria organica corresponde as particulas produzidas pela decomposicdo de restos de plantas e
animais e apresenta estrutura constituida por grupos funcionais complexos (anéis aromaticos,
insaturados, carboxil, hidroxil fendlico, etc.). Por causa desses grupos funcionais, a matéria organica
também contribui com a capacidade de troca i6nica do solo, podendo corresponder de 25 a 90% da
CTC em muitos casos (Felsot & Dahm, 1979 apud Zytner, 2002).

E valendo-se dessas propriedades reativas e da capacidade de compressibilidade, que os
argilominerais sao usados para diminuir a condutividade hidraulica e formar uma barreira de
contencdo em aterros sanitarios, aterros para residuos perigosos e diques de contencéo (Picarelli,
2003). No entanto, as barreiras argilosas apresentam limitacdes quanto a contencdo de substancias
apolares e podem ser ineficientes na contencao de liquidos orgéanicos como os hidrocarbonetos. As
caracteristicas dos argilominerais e as caracteristicas fisico-quimicas dos liquidos percolantes
influenciam na condutividade hidraulica dos solos, mas dependendo do tipo dos argilominerais, a
condutividade hidraulica pode ser reduzida somente até certo ponto.

Desse modo, ao estudar a distribuicdo de um elemento quimico entre as fases solida e liquida
do solo e a capacidade de aprisionamento, uma série de fatores precisa ser considerada, entre estes
(OECD TG 106, 2001): (i) natureza quimica da substancia; (ii) fatores climaticos tais como chuva,
temperatura, luz solar e vento; e (iii) caracteristicas do solo (conteudo de C,y; textura do solo, em
especial; contetido de argila e pH).

A sorcdo e dessorcdo de contaminantes no solo estdo entre 0s principais mecanismos
envolvidos na disponibilidade dos mesmos. Por isso, estudar esses processos é também importante

para entender o transporte de substancias através do solo (Barizon, 2004).

2.4 DEGRADACAO DE HPAS

A persisténcia é a medida de como, ao longo do tempo, uma substancia quimica existira no
ambiente antes de ser degradada ou transformada, quimica ou biologicamente, para alguma outra
substancia (Renzoni, 1994).

Alguns dos fatores que afetam a sua persisténcia sdo: o seu estado quimico ou fisico; a sua
disponibilidade; os tipos e a quantidade de microrganismos presentes no ambiente; a exposicdo a luz,
a disponibilidade de oxigénio e de nutrientes; a temperatura; o pH, bem como, a presenca de outras
substancias quimicas que possam inibir ou potencializar a degradacéo. Usualmente, a persisténcia é
expressa em termos de meia-vida quimica, a qual pode ser da ordem de dias, semanas ou anos
(USEPA, 2004c).

A degradacdo potencial de cada contaminante segue, geralmente, trés vias ambientais
(USEPA, 2004c): (i) degradagdo atmosférica — uma substancia quimica dispersa na atmosfera pode

ser degradada por processos como fotolise e/ou reacdes com radical OH’, 0zénio (Oz) ou por outras
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substancias presente; (i) degradagdo aquatica — uma substancia quimica dispersa na agua doce,
marinha ou agua da superficie estuarina pode ser degradada por processos como fotélise, hidrolise,
oxidacao e/ou biodegradacéo; e, (iii) degradacao terrestre — uma substancia quimica dispersa no solo
ou aquifero pode ser degradada por processos como hidrélise, oxidacdo e/ou biodegradacéo.

No entanto, principalmente no caso de compostos persistentes, o tratamento dentro de
condicdes naturais pode ser muito demorado e pouco eficiente. Existem varias formas de atenuar os
riscos de areas contaminadas, inclusive quando a contaminagdo se da por 6leo e petroderivados,
sendo eles: remocdo mecanica, quimica ou manual. Dentre as mais recentes estratégias, o
tratamento bioldgico ou biorremediacdo surge como o menos agressivo ao meio ambiente e mais
adequado para manter o equilibrio ecolégico, desde que resulte na transformacéo parcial ou completa
do xenobionte organico em biomassa microbiana e em subprodutos inécuos, além de ter um custo
mais baixo. Muitas técnicas, como exemplo, o aterro de disposi¢ao e a incineracdo, apenas diluem ou
sequestram o contaminante, ou o transferem para outro ambiente (Semple et al., 2001).

A Tabela 7 apresenta alguns dos métodos nado biologicos e bioldgicos, suas principais

vantagens e desvantagens e custo aproximado.
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TECNOLOGIAS TIPO PROCESSO FASES CUSTO (US$)
Biorremediacéo de Solo In Situ B Todas 30 a 100 /m®
In Situ B Adsorvida 30 a 70/m°
Biorremediacdo Superficial Condensada
In Situ B Adsorvida 10 a 70/ m®
Bioventilacdo Livre
In Situ F Adsorvida 65 a 130/ m®
Extrac8o de Vapor Livre
Atenuacao Natural In Situ BFQ Todas NC
Ex Situ B Adsorvida, 135 a 270/m®
Landfarming Vapor condensado
Ex Situ B Adsorvida, 40 a 200/ton
Biopilha Vapor condensado
Ex Situ B (Adsorvida) Vapor condensado 130 a 200/m®
Bio-reator
Incineragdo Ex Situ T Adsorvida 200 a 1000/ton
Vapor condensado
Aterro de Cobertura Ex Situ D Adsorvida 25a30/m’
Vapor condensado
Injecdo em pocos profundos Ex Situ D Adsorvida N&o citado
Vapor condensado
Solidificagéo / Estabilizacdo Ex Situ QF Todas 170 a 340/m®
In Situ
Biorremediacao de aquiferos In Situ B Livre 10 a 20/m®
Dissolvida
Air Sparging In Situ F Todas 100 a 160/m®
Bioslurping In Situ B Todas, exceto 225.000/m*
Dissolvida
Fitorremediagao In Situ B Todas 30 a 50/m®
Paredes de Lama (Barreiras) In Situ F Livre 450 a 750/m”
Dissolvida
Extracdo de fases (Bombeamento) In Situ BQ Livre 85.000 a 500.000/m>
Ex Situ Dissolvida
Lavagem do solo In Situ F Vapor condensado 100 a 160/m®
Ex Situ

FONTE: Adaptada de Mesquita (2004).

NOTA: Processos: B (biol6gico), F (fisico), Q (quimico), T (térmico), D (disposi¢édo). NC — ndo calculado.

Apesar dos estudos sobre biorremediacao serem relativamente recentes, o conhecimento

quanto a habilidade da microbiota degradar contaminantes € antiga. Desde a década de 1970,

pesquisas vém sendo realizadas sobre a capacidade catabodlica de microrganismos como bactérias,

fungos e algas na degradacéo de grupos de contaminantes especificos, como, por exemplo, os HPAs

(Cerniglia, 1992; Mesquita, 2004).

As Tabelas 8 e 9 apresentam, respectivamente, as bactérias e fungos degradadores de

alguns tipos de HPAs. Vale destacar que os microrganismos citados abaixo pertencem tanto ao grupo

dos aerdbicos quanto anaerdbicos.
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Tabela 8. Exemplo de espécies de bactérias degradadoras de HPAs.

SUBSTANCIA MICRORGANISMO

Naftaleno Acinetobacter calcoaceticus, Alcaligenes denitrificans, Mycobacterium sp., Pseudomonas
sp., Pseudomonas putida, P. fluorescens, P. paucimobilis, P. vesicularis, P. cepacia, P.
testosteroni, Rhodococcus sp., Corynebacterium renale, Moraxella sp.,Streptomyces sp.,
Bacillus cereus

Acenafteno Beijernickia sp., P. putida, P. fluorescens, P. cepacia, Pseudomonas sp.

Fenantreno Aeromonas sp., A. faecalis, A.denitrificans, Arthrobacter polychromogenes, Beijernickia
sp., Micrococcus sp., Mycobacterium sp., P. putida, P. paucimobilis, Rhodococcus sp.,
Vibrio sp., Nocardia sp., Flavobacterium sp., Streptomyces sp., S. griséus, Acinetobacter
sp.

Antraceno Beijernickia sp., Mycobacterium sp., P. putida, P. paucimobilis, P. cepacia, Rhodococcus

sp., Flavobacterium sp., Arthrobacter sp.

Fluoranteno

Alcaligenes denitrificans, Mycobacterium sp., P. putida, P. paucimobilis P. cepacia,
Rhodococcus sp., Pseudomonas sp.

Pireno Alcaligenes denitrificans, Mycobacterium sp., Rhodococcus sp.
Criseno Rhodococcus sp.
Benzo[a]antraceno Alcaligenes denitrificans, Beijernickia sp., P. putida

Benzo[a]pireno

Beijernickia sp., Mycobacterium sp.

FONTE: Cerniglia (1992).

Tabela 9. Exemplo de espécies de fungos degradadores de alguns tipos de HPAs.

SUBSTANCIA

MICRORGANISMO

Naftaleno

Absida glauca, Aspergillus niger, Basidiobolus ranarum, Candida utilis, Choanephora
campincta, Circinella sp., Claviceps paspali, Cokeromyces poitrassi, Conidiobolus
gonimodes, Cunninghamella bainieri, C. elegans, C. japonica, Emericellopsis sp.,
Epicoccum nigrum, Gilbertella persicaria, Gliocladium sp., Helicostylum piriforme,
Hyphochytrim catenoides, Linderina pennispora, Mucor hiemalis, Neurospora crassa,
Panaeolus cambodginensis, Panaeolus subbalteatus, Penicillium chrysogenum,
Pestalotia sp., Phlyctochytrium reinboldtae, Phycomyes blakesleeanus, Phytophthora
cinnamomi, Psilocybe cubensis, Psilocybe strictipes, Psicocybe stuntzii, Psilocybe
subaeruginascens, Rhizophlyctis harderi, Rhizophlyctis rosea, Rhizopus oryzae,
Rhizopus stolonifer, S. cervisiae, Saprolegnia parasitica, Smittium culicis, Smittium
culisetae, Smittium simulii, Sordaria fimicola, Syncephalastrum racemosum,
Thamnidium anomalum, Zygorhynchus moelleri

Fenantreno

C. elegans, Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor

Antraceno

Bjerkandera sp. C. elegans, P. chrysosporium, Ramaria sp., Rhizoctonia solani,
Trametes versicolor

Fluoranteno

C. elegans

Pireno C. elegans, P. chrysosporium
Criseno P. janthinellum, Syncephalastrum racemosum, Penicillium sp.
Benzo[a]antraceno C. elegans

Benzo[a]pireno

Aspergillus ocharaceus, Bjerkandera adusta, Bjerkandera sp., Candida maltosa,
Candida tropicalis, Chrysosporium pannorum, C. elegans, Mortierella verrucosa,
Neuspora crassa, Penicillium sp., Phanerochatea chrysosporium, Ramaria sp.,
Saccharomyces cerevisidae, Trametes versicolor, Trichoderma viride

FONTE: Cerniglia (1992).
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Segundo os estudos atuais, os resultados mais efetivos sobre a biorremediacdo de solos
contaminados com HPAs tem ocorrido especialmente naqueles de baixo peso molecular. De acordo
com o observado, ha certa limitagdo da atividade microbiolégica sobre os HPAs de alto peso
molecular que pode estar atrelada a fatores especificos de campo, como biodisponibilidade do
contaminante, de nutrientes, condicdes do potencial redox, etc. Ou mesmo, o fator limitante pode ser
atribuido a falta de microrganismos, no ambiente, capazes de degradar os compostos com mais de
quatro anéis aromaticos (Boopathy, 2000; Bento et al., 2003; Mesquita, 2004).

Realmente existe uma grande diversidade de organismos capazes de degradar HPAs de
baixo peso molecular, como naftaleno (2 anéis), acenafteno (3 anéis) e fenantreno (3 anéis). E, na
maioria das vezes, existem poucos géneros capazes de degradar eficientemente HPAs de alto peso
molecular. Acredita-se que as bactérias oxidem, preferencialmente, hidrocarbonetos aromaticos que
vao do benzeno (1 anel) ao benzo[a]pireno (5 anéis) (Mesquita, 2004).

Isso explica o grande numero de estudos que encontram o cometabolismo como a alternativa
encontrada pelos microrganismos para a utilizacdo do xenobionte de maior peso molecular como
fonte de carbono (Huang et al., 2004).

As Figuras 6 e 7 apresentam os processos metabolitos desenvolvidos pelas bactérias e

fungos para degradacéo dos anéis aromaticos.
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Figura 6. Metabolismo bacteriano da quebra de anel aromatico pelo caminho ORTO e META. Adaptado de
Cerniglia (1984).

A primeira etapa do metabolismo aerdébio dos compostos aromaticos, e mesmo
poliaroméaticos, executado pelas bactérias se da pela modificacdo ou remocédo dos substituintes do
anel benzénico para um intermediario que, posteriormente, é clivado na posi¢cdo orto ou meta
(Cerniglia, 1984; Baker & Herson, 1994).

O processo de modificagdo ou remogdo se da de modo oxidativo, onde sdo gerados cis-
dihidrodiois através da incorporacdo de atomos de oxigénio ao anel aromatico. Nesse processo as
dioxigenases sao utilizadas como os catalisadores. Os cis-dihidrodiois sado rearomatizados pela acao
da enzima cis-diidrodiol desidrogenase. Em seguida, o cis-diidrodiol é oxidado e o substrato fica
sujeito a dioxigenases que levam a quebra do anel aromatico.

O caminho oxidativo orto ocorre através da quebra entre os atomos de carbono ligados a dois
grupos hidroxilicos, por meio da 1,2 — catecol dioxigenase. Esse processo da origem ao acido cis,cis-

muconico, que posteriormente forma o acido succinico e a acetil-coenzima A (acetil CoA).

CHAGAS-SPINELLI, A.C.O. Biorremediacéo... , 2007.



34

No caminho oxidativo meta, a quebra da ligacdo ocorre entre o carbono adjacente ao grupo
hidroxila do catecol, formando o intermediario 2-hidroximuc6énico semialdeido, e na seqiiéncia, o
acido pirtvico e o acetaldeido.

O &cido succinico, a acetil CoA, o acido piravico e o acetaldeido sao todos produtos desse
processo degradativo e sao utilizados pelos microrganismos na sintese de constituintes celulares e de
energia por meio do Ciclo do Acido Tricarboxilico. Os subprodutos dessas reacdes sdo CO, e agua.

O processo de degradagdo do segundo anel aromatico é processado enzimaticamente da
mesma forma do primeiro. No entanto, as moléculas de alto peso molecular, com a presenca de mais
anéis benzénicos, sao degradadas com maior dificuldade em fungdo de sua baixa solubilidade,
grande energia de ressonéncia e efeito toxico (Mesquita, 2004).

Os fungos, por sua vez, oxidam os HPAs em trans-dihidrodiois (Figura 7). E, segundo estudos
realizados com organismos procariéticos e eucaridticos, microrganismos fotossintéticos também sao

capazes de metabolizar compostos aromaticos (Cerniglia, 1984).

H
Oz Rearranjo naa OH
—_— T 0 —
Citocromo P50 H enzim atico
HzO .
= BEpoxi
Hidrolase
’ 0 - zulfata 0 - glicosidea
L., OH 0 - glucoroniden
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H

Figura 7. Metabolismo dos fungos na quebra de anel aromatico. Adaptado de Cerniglia (1984).

2.4.1 Biodegradacdo dos HPAs no solo: interferentes fisico-qguimicos

Como citado, a bhiodegradacdo é o meio mais importante para a atenuacdo natural de
poluentes orgénicos no solo. Consiste de um processo no qual, microrganismos que possuem a
capacidade de degradar poluentes, transformam estes contaminantes em biomassa e subprodutos.
Quando a degradacgdo se da de forma completa, ou seja, quando ha a chamada mineralizagdo sao
gerados produtos inorganicos inertes (CO,, H,O, sais minerais); quando a degradacéo é parcial, a
transformacdo incompleta pode resultar em intermediarios, inclusive, mais téxicos que o0s
contaminantes originais (USEPA, 1996a; 2003)

Desse modo, vale ressaltar, que o processo de biodegradacéo é um processo complexo onde
se faz necessaria a compreensdo de uma série de caracteristicas ambientais que podem limita-lo,

para que assim se possa inferir sobre o destino dos poluentes orgénicos. A Tabela 10 apresenta os
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principais fatores que afetam a atividade microbiana no solo e, por consequéncia, os pontos criticos

para o desenvolvimento de um processo de biodegradacéo.

Tabela 10. Fatores ambientais criticos da atividade microbiana no solo.

FATOR AMBIENTAL NIVEIS OTIMOS

Oxigénio Metabolismo aerébio: maior do que 0,2 mg.L™ de oxigénio dissolvido (OD), porosidade
minima de 10%.
Metabolismo anaerébio: menor do que 0,2 mg.L’l de OD, porosidade menor do que 1%.

Nutrientes Nitrogénio e outros nutrientes suficientes para ndo limitar o crescimento microbiano

(C:N:P relacdo sugerida de 120:10:1).

Umidade Solo insaturado: 25-85% de capacidade de campo; fésforo afetara a transferéncia de

oxigénio dentro do solo (status aerébio);

afetar a taxa de remediacao aerébica.

pH 5,5-8,5
Potencial redox Aerdébios e anaerdébios facultativos: maior do que 50 mV;
Anaerobios: menor do que 50 mV.
Temperatura 15-45C

FONTE: USEPA (1996 a, b).

Os aceptores de elétrons, por exemplo, sdo essenciais no processo de degradacdo dos
compostos quimicos. Desse modo, o tipo e a disponibilidade deles no meio sdo importantes para a
reducdo de xenobiontes.

O oxigénio, quando presente, é o principal aceptor de elétrons na degradacédo da M.O. e de
contaminantes (Mesquita, 2004). Na sua auséncia, entretanto, o potencial redox se torna um fator
critico na determinagdo da diversidade metabdlica nos solos, sedimentos e aqiiiferos. Isso decorre
uma vez que a transformacdo aerdbia de HPAs, no solo e mesmo na agua subterrdnea, leva
freqlientemente a um rapido esgotamento do oxigénio dissolvido (OD) e esse, eventualmente,
decresce o potencial redox. Tal decréscimo nesse potencial pode resultar em favoravel acréscimo de
populacdes microbianas desnitrificantes, sulfato-redutoras ou metanogénicas nos ambientes (Eh < -
300 mV), portanto, populacbes que alteram as reacdes originais de biotransformacao aerobia
(Karthikeyan & Bhandari, 2001).

Outro aspecto importante para o processo de biodegradacéo é o nivel de nutrientes no solo,
uma vez que O crescimento e a atividade microbioldgica exigem fornecimento quantitativo e
qualitativo destes. A relacdo ideal de carbono, nitrogénio e fésforo (C:N:P) no solo, de acordo com a
maioria dos estudos, deve ser da ordem de 100:10:1, apesar de outros autores terem obtidos
resultados mais favoraveis do processo degradativo em uma proporcéo de 120:10:1 (Wilson & Jones,
1993; Ghazali et al., 2004). No presente trabalho, optou-se pela relacdo de nutrientes mais usual
(100:10:1).

Héa também uma série de controvérsias a respeito da forma pelo qual o nutriente deve estar

disponibilizado. O nitrogénio (N), por exemplo, é o nutriente mais comumente introduzido nos projetos
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de biorremediacdo. E primariamente usado para crescimento celular (NH,” ou NO3) e como um
aceptor alternativo de elétron (NO3’). As principais formas de disponibilizagdo é como uréia ou como
cloreto de aménio (NH,CI), mas também pode ser suplementado como algum sal, como o nitrato de
amonio (NH;NO3). Todas essas formas sdo assimiladas pelo metabolismo microbiano (Liebeg &
Cutright, 1999). Estudos atuais, no entanto, destacam que a forma NH,Cl parece permitir um aumento
da atividade microbiana de degradadores de derivados de petréleo (Zytner, 2002).

O fésforo (P), também importante para o crescimento dos microrganismos, € o segundo
nutriente mais comumente utilizado em processo de biorremediacdo e é importante para o
crescimento celular. Este elemento quimico pode ser acrescentado como fosfato de potassio (K,POy),
fosfato de sédio (Na,PO,) ou acido orto-fosférico (H;PO,) e sais de polifosfato (Liebeg & Cutright,
1999).

Os niveis de cada nutriente dependem da razdo e da extensdo da degradacdo das
substancias quimicas presentes, da biodisponibilidade dos nutrientes do solo, do tipo de solo, etc.
Desse modo, o conhecimento desses efeitos interativos aumentara o sucesso na implementagéo da
biorremediacéo (Liebeg & Cutright, 1999), bem como no andamento do tratamento.

A agua, ou umidade do solo, é o veiculo de transporte dos nutrientes e do oxigénio para fora
e dentro das células dos microrganismos. Pode estar presente em trés formas no solo: livre, aquela
que se move livremente no solo e transporta o oxigénio; capilar, presente nos poros da matriz do solo
quando este ndo estd saturado e é a agua disponivel para os microrganismos; e, a agua
higroscopica, que é aquela que interage com a superficie da matriz do solo e ndo esta normalmente
biodisponivel (King et al., 1992). E sabido que n&o apenas a escassez, mas também o excesso de
agua no solo é um fator limitante, uma vez que as rea¢gfes metabodlicas dependem desta para ocorrer
€ 0 seu excesso pode inibir a passagem de oxigénio através do solo. Para o crescimento favoravel da
microbiota, a umidade do solo deve estar em torno dos 50% de sua capacidade de campo (CC)
(Trindade, 2002).

O pH tem relacao direta com a solubilidade dos nutrientes e a atividade dos microrganismos.
Bactérias heterotrdficas dependem de um pH neutro ou préximo disso para biodegradar xenobiontes
de modo eficiente. Os fungos, por sua vez, dependem de um meio mais acido. Tem sido relatado que
0 pH ideal para acdo dos microrganismos presentes no solo deve estar entre 5,5 e 8,5 (Cardoso,
1992).

A temperatura do solo é também outro pardmetro muito importante para a atividade
microbiana. As reacdes metabolicas tendem a aumentar com o aumento da temperatura, uma vez
que esta ultima promove uma reducdo da viscosidade do composto, tornando-0 mais disponivel ao
processo degradativo. No entanto, existe uma faixa 6tima situada entre 20 e 30°C onde a degradacéo
€ mais eficiente. Com o aumento da temperatura também é possivel observar o aumento da
volatilizacdo, especialmente dos contaminantes mais leves, e perda do oxigénio do meio, fator este
limitante para o processo oxidativo (Atlas, 1977; Song et al., 1990).

Destaca-se, desse modo, que o processo de biodegradacdo € um conjunto complexo que
depende de uma microbiota, com especificidade enzimatica para esses tipos de compostos

organicos, e das condigces ambientais que favorecam o processo. A biodegradacgdo integral dos
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HPAs, principalmente, os de alto peso molecular, pode ser lenta uma vez que estes HPAs séo
componentes muito estaveis e com uma oxidacgdo inicial biologicamente lenta e metabolicamente
onerosa (Huang et al., 2004).

No presente estudo, alguns dos principais fatores limitantes (nutrientes, umidade, etc.) foram
avaliados e monitorados, bem como foram realizadas algumas correcdes do solo para as condices

Otimas. Estas alteracdes estdo apresentadas na secéo 4.2, em Materiais e Métodos.

2.4.2 Exemplos de técnicas de biorremediacéo aplicadas no tratamento de solo contaminado

As chamadas técnicas de biorremediacdo vém sendo amplamente estudadas e utilizadas
para remediacdo de ambientes contaminados com substancias organicas. Essas técnicas tém como
pré-requisito basico o aumento da eficiéncia da remocédo natural feita pelos microrganismos. Os
processos utilizados podem ser classificados como: in situ, quando o tratamento é efetuado no
préprio local contaminado, e ex situ, quando o procedimento se da fora do local impactado. Nestes
processos podem ser aplicadas diferentes técnicas e estratégias, como as que seguem.

O biocestimulo é um tipo de remediacdo natural que pode promover a degradacdo de
poluentes pelas condicBes otimizadas de aeracdo, adicdo de nutrientes, controle do pH e
temperatura. Essa técnica pode ser considerada como uma forma de remediacdo apropriada para a
remocédo de diesel no solo e requer a avaliagdo das capacidades de degradacédo intrinseca da
microbiota autdctone (local) e dos parametros ambientais (teor de M.O., Cqyq, pH, relagéo C:N:P, etc.)
envolvidos na cinética do processo in situ (Barahona et al., 2004).

O bicaumento é uma técnica em que linhagens microbianas, com a potencialidade para
degradar o poluente, sao introduzidas no meio impactado. Inicialmente, no uso dessa técnica, 0s
consorcios aloctones (estrangeiros) foram introduzidos para aumentar o efeito da remediacdo, no
entanto, 0os microrganismos consorciados pareciam competir com a populacdo autdctone restringindo
a eficiéncia do processo degradativo (Liebeg & Cutright, 1999). Desse modo, estudos mais recentes
tém indicado o0 aumento da biomassa de microrganismos autoctones e a reintroducdo destes no local
de origem para tratamento da contaminacdo (Bento et al., 2005). Vale ressaltar que a legislacdo no
Brasil, que dispBe sobre os processos de remediacdo, s6 permite a inoculagdo de microrganismos
autéctones, considerando que, em funcdo de suas peculiaridades ou de um uso inadequado, 0s
remediadores podem acarretar desequilibrio no ecossistema e danos ao meio ambiente (CONAMA,
2002).

Outros estudos também tém sugerido, e com resultados bastante satisfatorios, a juncao do
acréscimo de nutrientes (bioestimulo) e da comunidade microbiana especifica (bioaumento) para
limpeza de solos contaminados com 6leo diesel (Bento et al., 2005). Esses resultados tém indicado
inclusive uma reducao substancial do tempo necessario para o tratamento.

Existem outras técnicas de remediacao que reduzem a concentragdo de contaminantes em
funcdo de sua associacdo com o processo de biorremediacdo. O landfarming, por exemplo,

corresponde a uma técnica que envolve o espalhamento de solos contaminados em uma camada
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estreita (ndo mais do que 1,5 m) sobre superficie do solo, estimulando a atividade microbiana aerdbia
através da aeracdo e/ou a adicdo de nutrientes, minerais e umidade (Khan et al., 2004). Essa técnica,
no entanto, tende a estimular a volatilizacdo de contaminantes mais leves, por exemplo, HPAs de
cadeias pequenas, com riscos de contaminacdo do ar; promove biodegradacdo aerdbica e a
fotooxidacdo de modo mais restrito na superficie do solo; além de exigir custos de instalacéo,
operacdo e manutencdo (grandes quantidades de solos, etc.) se comparada a outras técnicas (Huang
et al., 2004; Khan et al., 2004).

A fitorremediacdo é um procedimento que utiliza a tecnologia da rizosfera do vegetal para
aumentar a biodegradacdo. O efeito da rizosfera na atividade microbiana € de agir seletivamente
sobre a abundancia relativa dos microrganismos no solo, alterando trés aspectos: maior atividade
microbiana; maior oxidacdo potencial; comunidade microbiana modificada. Esse processo decorre,
principalmente, da capacidade das raizes produzirem enzimas oxidativas que podem atuar
diretamente na degradacgéo de contaminantes, inclusive de HPAs (Joner et al., 2002).

No entanto, de acordo com os estudos, as diferentes técnicas de remediagdo podem
apresentar resultados promissores, mas se individualizadas tém efeito limitado. A combinacdo de
multiprocessos para remediacdo de persistentes é altamente eficaz para o processo de remediagao
de HPAs, uma vez que cada tratamento pode atuar em cada fragcdo especifica desses poliaromaticos,
dos mais leves aos mais pesados (Huang et al., 2004). Além disso, para a biorremediacgéo, o fator
tempo é importante ja que sua eficiéncia tende a decrescer gradativamente durante o tempo de
residéncia do composto. Desse modo, o estudo de quais e de quantos processos se fazem
necessarios para o tratamento do solo contaminando é importante para o sucesso da remediacao. O
presente trabalho analisa a combinagdo de algumas técnicas comumente usadas para remediacéo de

HPAs em solo (bioestimulo e bioaumento).

2.5 LEGISLACAO: VALORES DE REFERENCIA PARA CONTAMINACAO POR HPAS

A legislacdo brasileira ainda ndo possui valores de referéncia para protecdo ou remediacao
de solos e de aguas subterraneas (Mesquita, 2004). Os limites utilizados sdo os mesmos de
potabilidade da Portaria do Ministério da Saude 518/2004 e da Resolucdo CONAMA 357/2005 que
contemplam, portanto, somente padrfes para a qualidade de agua.

Ainda assim, o niumero de contaminantes orgéanicos citados nas regulamentag6es para agua
€ limitado, mesmo para aqueles comprovadamente nocivos ao ambiente e aos seres vivos. No caso
dos HPAs, sdo citados pelo CONAMA 357/2005 o benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, criseno, dibenzo(a,h)antraceno, indeno(1,2,3-cd)pireno,
com limite para 4gua doce de 0,05 pg.L™" e de 0,018 ug.L™ para agua doce utilizada para a pesca
cotidiana. A Portaria 518/2004, do Ministério da Saude, cita o benzo(a)pireno com limite para agua

potavel de 0,7 pg.L™.
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As iniciativas para estabelecimento de limites, para as demais matrizes ambientais, ainda sdo
tomadas em nivel local, como no caso de Sao Paulo, através da CETESB, que estabeleceu restricbes
por meio de valores orientadores para solo e agua subterranea no Estado, inclusive, com revisées
periddicas de até quatro anos. Os valores orientadores foram conceituados e utilizados como: Valor
de Referéncia de Qualidade (VRQ), que corresponde a concentracao de determinada substancia no
solo ou na agua subterranea e que define um solo como limpo ou a qualidade natural da agua
subterrénea; Valor de Prevencdo (VP), concentracdo de determinada substancia, acima da qual
podem ocorrer alteracées prejudiciais a qualidade do solo e da agua subterranea; e Valor de
Intervengéo (VI), concentracdo de determinada substancia no solo ou na 4gua subterranea acima da
qual existem riscos potenciais, diretos ou indiretos, a salde humana, considerado um cenario de
exposicdo genérico (CETESB, 2001).

Na definicdo desses valores, a CETESB, em 2001, estabeleceu limites apenas para o
naftaleno, Unico citado entre os HPAs, em solo e agua subterranea. Para solo, o valor de referéncia
atribuido ao naftaleno foi 0,20 mg.kg'l; valor de intervencgdo (VI) para area agricola de 15 mg.kg'l,
area urbana de 60 mg.kg'l e industrial de 90 mg.kg'l. Em agua subterrénea o VI definido foi de 100
Hg.L™* (CETESB, 2001).

Em 2005, a CETESB ampliou a tabela de valores orientadores para solo e agua subterranea.
A Tabela 11 apresenta os valores indicados para os HPAs (CETESB, 2005).

Tabela 11. Valores orientadores de HPAs para solo e dgua subterranea no Estado de Sao Paulo.

AGUA
SOLO (pg.g™ de peso seco) SUBTERRANEA
(ug.L?)
SUBSTANCIA INTERVENCAO
PREVENGAO | AGRICOLA | RESIDENCIAL | INDUSTRIAL INTERVENCAO
APmax

Naftaleno 0,12 30 60 90 140
Acenaftileno - - - - -
Acenafteno - - - - -
Fluoreno - - - - -
Fenantreno 3,3 15 40 95 140
Antraceno 0,039 - - - -
Fluoranteno - - - - -
Pireno - - - - -
Benzo(a)antraceno 0,025 9 20 65 1,75
Criseno 8,1 - - - -
Benzo(b)fluoranteno - - - - -
Benzo(k)fluoranteno 0,38 - - - -
Benzo(a)pireno 0,052 0,4 15 3,5 0,7
Indeno(1,2,3-c,d)pireno 0,031 2 25 130 0,17
Dibenzo(a,h)antraceno 0,08 0,15 0,6 1,3 0,18
Benzo(g,h,i)perileno 0,57 - - - -

FONTE: CETESB (2005).
NOTA: (1) - Procedimentos analiticos devem seguir SW-846, com metodologias de extra¢do de inorganicos 3050b ou 3051 ou
procedimento equivalente. (-) — ndo determinado
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Desse modo, na auséncia de legislacdo pertinente para os contaminantes, em situacdes de
tomada de decisdo, costuma-se adotar normas internacionais para definir os niveis toleraveis de
contaminacdo para solos e sedimentos (Mesquita, 2004). No entanto, cabe ressaltar que o uso de
padrdes internacionais, sem bom senso, pode levar a avaliacdes e a escolha de tecnologias
inadequadas, ja que existem diferencas nas condi¢cbes climaticas, pedoldgicas e, portanto, fisico-
quimicas em cada pais.

A tendéncia mundial, inclusive, é sugerir a adocdo de listas orientadoras com valores de
referéncia de qualidade, de alerta e de intervencdo, como uma primeira etapa nas acdes de
monitoramento da qualidade, prevencdo a poluicdo e diagndstico de areas suspeitas de
contaminacdo, remetendo a avaliacdo de risco, caso a caso, para as areas contaminadas (CETESB,
2001).

As Tabelas 12 a 14 apresentam os limites indicados pelas principais agéncias ambientais, a
Agéncia Americana de Protecdo Ambiental ou United States Environmental Protection Agency
(USEPA) e o Ministério de Planejamento Territorial e Meio Ambiente da Holanda, amplamente

adotados no mundo inteiro.

Tabela 12. Niveis genéricos de Soil Screen Levels (SSL’s) para alguns HPAs no solo (ug.g'l) segundo a USEPA.

INGESTAO DE SOLO
SUBSTANCIA
RESIDENCIAL INDUSTRIAL PARQUES PARQUES
INFANTIS RECREACIONAIS
Antraceno 23 610 - -
Naftaleno 31 41 - -

FONTE: CETESB (2001).
NOTA: (-) ndo determinado.

Tabela 13. Valores de referéncia para ZHPAs em solos segundo a Norma Holandesa.

CONCENTRACAO DE *HPAS NO SOLO
TIPO DE SOLO PESO SECO (mg.kg™h
REFERENCIA ALERTA INTERVENCAO
Concentracdo de HPAs em solo com 0% de teor de argila 0,2 4,1 8,0
e 0% de M.O.
Concentracdo de HPAs em solo com 25% de teor de argila 1,0 20,5 40,0
e 0% de M.O.

FONTE: Mesquita (2004).
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Tabela 14. Niveis genéricos para os 16 HPAs prioritarios (pg.g’l) da USEPA em solo, segundo a Generalitat da

Catalufia (segue o Niveis Genéricos de Referéncia da Norma Holandesa).

HPAS URBANO INDUSTRIAL
Naftaleno 5 5
Acenaftileno - -
Acenafteno } 3
Fluoreno - -
Fenantreno 5 10
Antraceno 100 1300
Fluoranteno 15 1000
Pireno - -
Benzo(a)antraceno 10 535
Criseno 1,5 55
Benzo(b)fluoranteno - -
Benzo(k)fluoranteno - -
Benzo(a)pireno - -
Indeno(1,2,3-cd)pireno 100 535
Dibenzo(a,h)antraceno - -
Benzo(g,h,i)perileno 100 535

FONTE: Canals (2005).
NOTA: (-) ndo determinado.

2.6 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO PARA QUANTIFICACAO DO
NAFTALENO

Os HPAs sdo compostos comuns no meio ambiente. Resultantes da incompleta combustédo
de materiais orgénicos, por acdo humana ou natural, de processos industriais, de acidentes com
petroleo e derivados, representam significativo risco a salde humana e ambiental. Por isso, a
necessidade do desenvolvimento de métodos analiticos eficazes para 0 seu monitoramento nas
matrizes ambientais (Gimeno et al., 2002). No entanto, esses métodos analiticos apresentam uma
série de dificuldades para a sua implantacao (Ericsson & Colmsjo, 2002).

De acordo com Ericsson & Colmsjo (2002), procedimentos de extracdo e quantificacao
eficientes de compostos, especialmente aqueles de carater organico hidrofébico, como os HPAs, em
matrizes complexas é de dificil alcance. Segundo esses autores, 0os compostos tendem a ser
adsorvidos em diferentes rotas, tornando mais ou menos dificil o0 acesso a estes em fungdo da
morfologia da matriz e das isotermas de adsorcao do sistema COH-matriz.

Na presente pesquisa, como etapa exigida para execucéo dos testes de sorcao, foi efetuada
a implantacao do método de quantificacdo para o naftaleno. Para a garantia da qualidade do método

analitico foram realizados procedimentos denominados de validagéo.
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De acordo com a Resolucéo n° 899 de 29 de maio de 2003 da ANVISA (2003), a validacéo
deve garantir por meio de estudos laboratoriais que o método atenda as exigéncias das aplicacdes
analiticas, assegurando confiabilidade aos resultados.

A Cromatografia Liquida de Alta Resolucdo (CLAE ou HPLC, sigla em inglés) € um dos
instrumentos mais indicados para analise dos HPAs uma vez que o detector de fluorescéncia é
particularmente sensivel para moléculas aromaticas, especialmente as poliaromaticas, como € o caso
do naftaleno (Weisman, 1998; Marcé et al., 2000; USEPA, 2004d).

Além disso, a andlise de HPAs em matrizes ambientais complexas, como o solo, tem como
principal dificuldade a interferéncia dos compostos que podem co-eluir junto aos HPAs em funcéo de
propriedades fisico-quimicas similares. Desse modo, é requerida uma técnica seletiva e sensivel,
como o caso do detector de fluorescéncia da CLAE (Hesselink et al., 1995).

Para os procedimentos de validacdo do método adotado, os parametros analiticos
normalmente utilizados séo seletividade, linearidade e faixa de aplicacdo, preciséo, exatidao, limite de
deteccéo, limite de quantificacdo e robustez (INMETRO, 2003; Fonseca et al., 2004, Ribani et al.,
2004).

A seletividade é a capacidade de avaliar, de forma inequivoca, o composto em exame na
presenca de componentes que podem interferir na sua determinacdo em uma amostra complexa.
Este parametro pode ser avaliado pelo (i) método da adicao padrao; (ii) isolamento ou purificacao do
composto de interesse, utilizando técnicas de extracado; (iii) utilizacdo de detectores especificos para
alguma propriedade inerente ao composto, ou (iv) analise de um branco da matriz, na possibilidade
de acesso a matriz isenta do composto de interesse (Ribani et al., 2004).

A linearidade, por sua vez, corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragdo do composto em exame, dentro de uma determinada faixa
de aplicagdo (INMETRO, 2003). E uma relagdo matematica entre o sinal e a concentragio ou massa
do composto de interesse, determinada empiricamente, a partir de sinais medidos para massas ou
concentracdes conhecidas dessa espécie. Pode ser expressa com uma equacédo de reta chamada de
curva analitica e o coeficiente de correlacéo (R?). Quanto mais préximo de 1,0, menor a dispersdo do
conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de regressao estimados.

Outra alternativa para determinacédo da linearidade do método € a determinagdo da faixa
linear. De acordo com esse procedimento, o0 método é considerado linear até o ponto em que 0s
dados relativos (sinal dos pontos da curva dividido por suas respectivas concentracdes) intercepta
duas linhas horizontais correspondentes a 95 e 105%, acima e abaixo, respectivamente, da linha
média obtida sobre a faixa linear dos pontos da curva (Ribani et al., 2004).

A precisdo representa a dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetidos de
uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrées, sob condi¢cdes definidas. A precisao pode
ser avaliada pelo desvio padrdo absoluto (Equacgéo 1), pelo intervalo de confianca média (Equacéo 2)
e pelo desvio padréo relativo (ou Relative Standard Deviation - RSD) (Equacdo 3). Normalmente
meétodos que quantificam compostos em macro quantidades requerem um RSD de 1 a 2% e nivel de
tracos ou impurezas de até 20% (INMETRO, 2003; Ribani et al., 2004).
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A equacédo usada obtencdo do desvio padréo absoluto corresponde a:

e Desvio padrao absoluto S= (Equacéo 1)

Onde X é a média aritmética de um pequeno nimero de medicdes (média das
determinacgdes), sendo uma estimativa de p, a média verdadeira (média da populacdo); X; € o valor

individual de uma medicéo e n é o nimero de medigdes.

- S
* Intervalo de confianca da média = Xitn—lT (Equacao 2)
n

Em que t,., € o valor critico da distribuicdo de Student com n-1 graus de liberdade, o valor de t

é tabelado e apresenta valores para diferentes niveis de confianga e s corresponde ao desvio padrao

absoluto.

» Desvio padrao relativo (RSD) ou coeficiente de variacdo (CV)

RSD (%)OUCV (%) = 2 x100 (Equacéo 3)
X

Onde s corresponde ao desvio padrdo da média das determinacBes (concentragdo) e
X corresponde a média das determinacées (concentracdo).

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados em
um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro. Podem ser usados
materiais de referéncia, comparagdo de métodos, ensaios de recuperacdo e adicdo padrdo

(INMETRO, 2003; Ribani et al., 2004).
O limite de deteccéo (LD), por sua vez, representa a menor concentracdo da substancia em

exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada (INMETRO, 2003; Ribani et
al., 2004). A determinagédo do LD pode ser feita com base nos parametros da curva analitica, ou seja,

da curva proveniente da injecdo de diferentes concentra¢ges da solucao-estoque (Equacao 4).

LD = 3,3><§ (Equacéo 4)

Onde s corresponde ao desvio do coeficiente angular da reta, proveniente da curva analitica,

e S o coeficiente angular da reta.
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O limite de guantificacdo (LQ) indica a menor concentragdo da substancia em exame que

pode ser medida. Pode ser calculada através da Equacao 5. Onde, s e S sdo os mesmos definidos

anteriormente.

LQ= 10><§ (Equacdo 5)

2.7 COMPORTAMENTO SORTIVO DO SOLO NOS TRATAMENTOS TESTADOS

Apesar do grande conhecimento ja adquirido sobre as técnicas de remediacdo e o surgimento
e aprimoramento de novas tecnologias, 0 que se sabe a respeito dos processos geoquimicos e
daqueles que permitem a disponibilidade dos xenobiontes ainda é escasso, especialmente em
ambientes tropicais (Amellal et al., 2001; D" Agostinho & Flues, 2006).

Uma das principais limitacdes é o desconhecimento a respeito da transferéncia de massa
(Liebeg & Cutright, 1999). Nao se conhece inteiramente quando, em que condicbes e se o0
contaminante esta ao alcance do microrganismo, inclusive para aquele com aparato fisiolégico capaz
de degrada-lo. Desse modo, estes autores destacam a necessidade de se considerar os diferentes
processos que estdo envolvidos no destino dos compostos organicos e os varios fatores que podem
afetar a sua cinética.

A explicacdo para a mobilidade e para a biodisponibilidade, ou seja, para 0 comportamento
dos compostos organicos em solos, sdo as interacdes destes com a fase solida e com as
propriedades da solucdo (Kégel-Knabner & Totsche, 1998). Sdo as caracteristicas fisico-quimicas do
meio (solo) e do contaminante que determinam esse comportamento e que permitem o surgimento de
diferentes processos, entre eles a sorcdo, a dessor¢do, a degradacao (quimica ou bioldgica) e a
volatilizagdo (Rahman, 2002).

Para compostos organicos hidrofébicos no solo, como os HPAs, as interagdes mais comuns
sdo a solvofébica, ou seja, hidrofébica em sistemas aquosos, e aquela dependente do grau de
afinidade do soluto pela superficie sélida (Zytner, 2002). A interacdo de adsorcao tem uma relacao
direta com as caracteristicas quimicas do contaminante e o tipo de solo. Assim, no caso de um
contaminante ndo polar, ndo i6nico, hidrofébico, como os hidrocarbonetos poliaromaticos, esta é
atribuida a fase de particéo entre o soluto organico e a fase sélida da M.O. ou do Cy,.

Desse modo, compreender as interages de particdo dos compostos organicos na agua e em
outros compartimentos ambientais, como o solo, permite avaliar os niveis potenciais de contaminagao
de certos xenobiontes em cada compartimento, ou seja, avaliar o grau de sorcdo e de
biodisponibilidade (Chiou, 2003). Isso decorre do fato de que a microbiota tem acesso ao
contaminante apenas em solucéo e que, desse modo, a disponibilidade do contaminante é controlada

por processos de aprisionamento e liberacdo do contaminante do solo para a agua.
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A sorcdo, principal processo de aprisionamento dos contaminantes, refere-se a um
mecanismo de atenuagdo ndo destrutiva que € efetiva em poluentes organicos persistentes e
substancias inorgénicas (Thorton et al., 2000; Heidrich et al., 2004).

O processo de sorcdo depende de interacdes fisicas, quimicas e eletrostaticas entre a
superficie solida e o contaminante, que podem ser divididas em adsorcéo e absorcédo. A adsorcdo se
refere a concentracdo de contaminantes na superficie do sélido (solo/sedimento), onde a ligacdo do
contaminante a parte externa do sélido se da preferencialmente através de ligagbes simples como,
por exemplo, do tipo ponte de van der Walls. A absorcéo, por sua vez, implica na maior ou menor
penetragdo do contaminante no sélido (Rahman, 2002).

Os estudos de adsorcdo e dessor¢do sdo importantes uma vez que possibilitam, além da
geracdo de informacdes essenciais sobre a mobilidade e distribuicdo da substancia quimica nos
compartimentos ambientais (solo, agua e ar da biosfera), geram informacdes que podem ser usadas
na predicdo do comportamento do quimico e propostas comparativas e de modelagem. No entanto,
como ja citado anteriormente, a distribuicdo de uma substancia € um processo complexo e que
depende de numerosos fendbmenos e de mecanismos que ndo podem ser completamente definidos
por um simples modelo como o adotado nos experimentos laboratoriais (OECD TG 106, 2001).

Consideradas estas ressalvas, equacdes de equilibrio ou isotermas tém sido desenvolvidas
para ajudar a explicar o processo de adsorcdo. Conhecer a isoterma de adsorcao € poder determinar
a massa real do solo contaminado por um composto organico dissolvido. A partir do conhecimento
desse processo é possivel predizer o destino ambiental e o impacto sobre os diferentes mecanismos
pelos quais passam o contaminante, como a volatilizacdo, biodisponibilidade, biodegradabilidade,
fotolises e hidrélises (Rahman, 2002).

Dentre todos os fenbmenos que governam a mobilidade de substancias, a transferéncia de
substancias de uma fase moével (liqguida ou gasosa) para fase sdlida é o fendmeno universal. A
“isoterma”, desse modo, corresponde a uma curva descrevendo a reten¢cdo de uma substéancia sobre
um solido em varias concentracfes, € a maior ferramenta para descrever e predizer a mobilidade
dessa substancia no ambiente. A concentracdo remanescente do soluto do composto C (kg.L™) pode
ser comparada com a concentracdo desse composto retido sobre particulas Q (kg.kg™) e essa
relacdo Q = f(C) é nomeada “isoterma de sorcdo” (Limousin et al., 2007).

Os experimentos em batelada é o método mais adotado para determinar os coeficientes de
sorcao através do balanco de massa. Esse procedimento é realizado através do monitoramento do
decréscimo de uma concentracdo conhecida adicionada ao meio aquoso e, desse modo, a
quantidade sorvida é determinada (Zytner, 2002).

Esses modelos tendem a relacionar a massa do soluto adsorvido (contaminante) por unidade
de massa do adsorvente (solo) na fase liquida, quando o equilibrio é alcancado. S&o formulados
através da diferenca das concentracdes de massa do contaminante ainda presente na fase liquida
(método direto) ou incorporada a fase sélida (método indireto).

Um ndmero expressivo de modelos tem sido desenvolvido para descrever diferentes padrdes

de sorcao. A maioria dos estudos de sor¢éo para compostos hidrofébicos, como no caso dos HPAs,
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tem sido bem descritos pelos modelos do tipo Freundlich, do tipo linear ou particdo constante (C) e de
Langmuir (L) (Xing, 1997; Salloum et al., 2002; Laak, 2005; Liang et al., 2006; Limousin et al., 2007).

As Isotermas de Freundlich e de particéo constante, normalizada com o percentual de Cgg
(Equacdes 7 e 8), sao as mais utilizadas. Isto se da uma vez que o modelo de Freundlich considera a
adsorcdo de organicos em multicamadas e ndo em monocamadas, como no caso da Isoterma de
Langmuir (Zytner, 2002 e Carlson, 1999) ou em funcéo da significativa influéncia da fracdo organica
do solo no nimero de sitios de sor¢céo (Xing, 1997; Limousin et al., 2007).

A isoterma de Langmuir é construida com base na equacao 6.

Cs=b K.C,/1+K C,, (Equacéo 6)

Onde C; e C,, correspondem as concentragées do composto em solo e em solucdo, b, € uma
constante relacionada com a energia de adsorcédo e K, é a capacidade maxima de adsorcdo pelo
sélido (Ritter, 1998).

A equacdo de Isoterma de Freundlich ou isoterma de sorcéo é escrita:

S=K, xCN (Equagéo 7)

Onde S é a concentragdo do composto na fase sélida, C é a concentracdo na fase liquida e
Ke e N sdo constantes empiricas. Se N=1, a equacao € linear e resulta mo modelo do tipo linear ou de
particdo constante (Equagéo 8).

S=K.xC (Equacéo 8)
d

Onde o Ky é o coeficiente de particdo de equilibrio linear, dependente da hidrofobicidade do
composto.

O Ky também pode ser expresso pelo coeficiente de particdo octanol/agua, Ky, € 0 conteddo
de carbono organico, f., do sorvente, derivando em diferentes relacdes matematicas entre Ky, foc €

Kow, de varios compostos, naturais ou sintéticos, sorvidos (Equacéo 9).
Kd = foc X Koc = foc xb(Kow)a1
(Equacéo 9)

Onde K, € o coeficiente de particdo do composto entre a agua e o C,q do sorvente, que
representa 100% do material orgénico atual, e “a” e “b” sdo as constantes.

O conteudo de C,y € 0 coeficiente de partico octanol/agua do composto tém sido
amplamente utilizados para estimar a adsorcdo de algum composto organico ndo carregado em

baixas concentracdes e em um material natural (Limousin et al., 2007).
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Com o estudo de sorcdo, é possivel predizer se esta havendo “seqiiestro” do composto
organico no meio e, portanto, qual o acesso destes aos organismos degradadores. A correlagdo entre
a sorcao e o sequestro pode ser esperada uma vez que 0 passo inicial do seqliestro é a sor¢édo e a
molécula seqliestrada permanece, por um ou outro mecanismo, sorvida pelas particulas do solo
(Kottler & Alexander, 2001).

A Tabela 15, resume as principais caracteristicas fisico-quimicas dos 16 HPAs prioritarios
indicados pela USEPA:
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HPAS PRIORITARIOS | FORMULA | PF PE PM DENSIDADE | SOLUBILIDADE EM | PRESSAO DE | CONSTANTEDE | LOG | LOG | MEIA-VIDA NO
ouimica | o) | Cc) | (g.mol™ (g.cm®) AGUA VAPOR HENRY Kow Koc SOLO
Sw, 25°C (mg.L™) (atm) K (atm.m®mol™) | (25°C) (dias)
Naftaleno CioHs 80,20 | 218,00 | 128,17 1,025 32,0 3,00X10™ 1,50X10 3,35 | 3,00 70
Acenaftileno CizHs 92,00 | 265,00 | 152,19 - 3,93 - - 4,08 - 70
Acenafteno CizHio | 96,00 | 279,00 | 154,21 - 34 - - 4,32 - 230
Fluoreno CisHio |116,00| 293,00 | 166,22 - 1,9 7,90X10° - 4,18 - 230
Fenantreno CiaHio |101,10| 340,00 | 178,23 0,980 1,3 8,90X10” 3,50X10° 457 | 4,20 230
Antraceno CisHio |216,20| 340,00 | 178,23 1,283 0,05-0,07 7,90X10° - 4,63 - 230
Fluoranteno CisHio | 111,0 | 383,00 | 202,25 - 2,6X10™ 1,20%10° - 5,22 - 710
Pireno CisHio | 156,00 | 360,00 | 205,25 1,271 1,4X10™ 5,92X10° - 522 | 4,97 710
Benzo(a)antraceno CigH1z | 158,00 | 400,00 | 228,29 - 1,0X107 6,30X10° 5,75X10° 5,60 - 710
Criseno CigHi» | 255,00 | 441,00 | 228,29 - 2,0X107 3,80Xx10™ - 5,79 - 710
Benzo(b)fluoranteno CooH12 167,00 - 252,31 - 1,2X10‘3 - - 6,60 - 710
Benzo(k)fluoranteno CooH12 217,00 | 480,00 252,31 - 5,5X10‘3 - - 6,85 - 710
Benzo(a)pireno CooH12 | 175,00 496,00 | 252,30 - 3,8X107 2,30%x10™° 1,20X10°® 6,04 - 710
Indeno(1,2,3-cd)pireno | CaHiz | 163,00 - 276,33 - 6,2X107 - - 7,70 - 710
Dibenzo(a,h)antraceno CooH1o 222,00 - 276,33 - 2,6X10* - - 7,00 - 710
Benzo(ghi)perileno CaoHia | 262,00 - 278,35 - 5,0X10™ - - 6,00 - 710

FONTE: Adaptada de Kaipper (2003) e Brandli et al. (2004).
NOTA: PF — ponto de fusdo; PE — ponto de ebulicdo; PM — peso molecular; S, — solubilidade em agua; K, — coeficiente de particdo octanol-agua; K. — o coeficiente de particdo do
composto entre a 4gua e 0 Co do sorvente.
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Outro aspecto que merece atencao € que o coeficiente de distribuicdo, Ky, também pode ser
estimado ndo experimentalmente. O objetivo dessa estimativa é determinar o comportamento de
compostos no ambiente, incluindo exposi¢cdo, risco e modelos matematicos, por meio do
conhecimento de suas propriedades fisicas e quimicas. Esse é um protocolo adotado no mundo
inteiro e que aqui no Brasil faz parte das Acdes Corretivas Baseadas em Risco Aplicadas a Areas
Contaminadas com Hidrocarbonetos Derivados de Petréleo e Outros Combustiveis Liquidos (ACBR)
que tem como base procedimentos internacionais. Essas avaliacdes sdo importantes como dados
para a tomada de decisdo que incluem: determinacdo da urgéncia de acdes corretivas, necessidade
de remediacao, niveis aceitaveis e alternativas tecnoldgicas mais apropriadas (D"Agostinho & Flues,
2006).

E preciso ressaltar, no entanto, que apesar da significativa importancia das propriedades
fisico-quimicas do composto para determinar seu comportamento no meio ambiente, eles sdo muito
sensiveis ao tipo e composicdo do combustivel, ao meio (tipo de solo) onde ocorreu 0 vazamento e
as condicdes ambientais. Desse modo, sdo necessarios estudos sobre o comportamento em
condic¢bes climaticas e ambientais mais proximas das condi¢des locais, para adequacédo dos modelos
pré-existentes (D"Agostinho & Flues, 2006). Em ambientes tropicais, como no Brasil, poucos sao os
trabalhos realizados com esse objetivo, no entanto, esta € uma questao que ja vem despertando a
preocupacéo de 6rgdos ambientais como a CETESB que sinaliza para realizacdo de estudos voltados
para avaliacdo de risco local, inclusive para a estimativa de coeficientes de distribuicao locais (K4 €
Koc) (CETESB, 2001; 2005).

Destaca-se também que o presente trabalho € um dos primeiros no pais que procura
relacionar os efeitos de tratamentos de biorremediacao bastante usuais (bioestimulo e bioaumento)
com possiveis alteragfes na capacidade sortiva do solo tratado. Dados estes significativos para
avaliacdo de risco e escolha de tratamento adequado para areas contaminadas.

No presente trabalho, buscou-se também avaliar a correlagédo entre os valores tedricos e 0s
valores medidos nos ensaios (experimentalmente) da substancia-teste, expresso pelo valor de Ky.. O
valor de Ky utilizado foi obtido no manual de valores para solo no Appendix K: Soil Organic Carbon
(Koc) / Water (Kow) Partition Coefficients que apresenta amplas faixas de valores desse coeficiente,
obtidos em sua maioria por isotermas de sor¢cdo e em diferentes condicbes ambientais (USEPA,

2004a). O K utilizado foi proveniente de solo com caracteristicas similares ao estudado (Ex: teor de
Corg)-

2.8 TESTE DE TOXICIDADE
Os compostos téxicos quando chegam a cadeia alimentar podem ser acumulados e/ou
biomagnificados e, desta forma, representar riscos para o0 homem. Os efeitos toxicos potenciais de

substancias podem ser avaliados através dos testes de toxicidade e, desta forma, tomadas decisdes

CHAGAS-SPINELLI, A.C.O. Biorremediacéo... , 2007.



50

para minimizar e até eliminar as conseqiiéncias no ambiente e no préprio homem. Os efeitos
adversos dessas substancias em nivel de organismos incluem efeitos letais a curto e longo prazos, e
efeitos subletais, tais como mudanca de comportamento, alteracdes do crescimento, da reproducéo,
da tomada de alimento e outros (Souza, 2002).

A analise de toxicidade do solo corresponde a um dos métodos microbiolégicos para
avaliacdo da biorremediacdo. Essa analise pode ser realizada usando-se testes de toxicidade
apropriados que podem incluir germinacdo e crescimento de plantas (mono e dicotiledéneas), testes
do tipo Microtox e Ames, bem como o uso de minhocas como organismos-teste. O teste Microtox
avalia a reducéo da emisséo de luz pela Photobacterium phosphoreum e Ames, o efeito mutagénico
em Salmonella typhimurium (Balba et al., 1998).

A importancia da realizacdo de testes de toxicidade para o acompanhamento da
biorremediacdo de solos contaminados por substancias perigosas deve estar atrelada a analises
quimicas tradicionais, pois metabdlitos ndo detectaveis ou novos compostos sdo formados durante
esse processo podendo prejudicar a biorremediacdo (Plaza et al., 2005).

Organismos bentdnicos que vivem em contato direto com sedimentos contaminados estdo
expostos tanto aos contaminantes associados a fase solida, quanto a fase liquida (agua intersticial)
(Lotufo & Abessa, 2002). Segundo Lotufo (1998), as frac6es pesadas dos petroderivados, como por
exemplo, os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) residem em sedimentos, podendo, desta
forma, oferecer risco para a fauna bentdnica. Trabalhos recentes demonstraram que organismos da
meiofauna, especialmente copépodos, podem ser utilizados com sucesso em testes de toxicidade
com sedimento (Coull & Chandler, 1992).

Nas Ultimas décadas, verificou-se que testes de toxicidade com organismos aquaticos
constituem uma ferramenta efetiva para avaliacdo de contaminantes sobre organismos vivos
(Zagatto, 1998). Varias espécies de copépodos harpacticéides estdo sendo utilizadas com sucesso
em testes de toxicidade, dentre elas podemos citar Schizopera knabeni (Lotufo, 1997; Lotufo &
Fleeger, 1997; Lotufo, 1998), Coullana sp (Lotufo, 1998), Nitocra lacustris (Lotufo & Fleeger, 1997;
Street et al., 1998), Nitocra spinipes (Wernersson et al., 2000; Dahl et al., 2006), Amphiascus
tenuiremis (Hagopian-Schlekat et al., 2001), Tisbe battagliai (Pounds et al., 2002; Thomas et al.,
2003). T. longicornis (Larrain et al., 1998).

Dentre estes, o género Tisbe é representante de um grupo ecologicamente importante da
meiofauna, sensivel a contaminantes ambientais, usado como uma espécie teste internacional em
ecotoxicologia marinha (Pounds et al., 2002). Além disso, € um grupo conveniente para bioensaios
pela sua sensibilidade e pela consisténcia das respostas a substancia de referéncias como o
dicromato de potassio (K,Cr,0;) (Larrain et al., 1998).

Copépodos marinhos harpacticéides benténicos do género Tisbe, entre outros, vém sendo
freqlientemente utilizados em testes letais e sub-letais de toxicidade, em funcdo de suas varias
qualidades de comportamento e ciclo de vida. O seu tamanho reduzido facilita a realizagdo dos
testes, barateando os mesmos, e seu habito epibentbnico possibilita testar poluentes tanto na fase

aquosa quanto aqueles ligados aos sedimentos (Bengtsson, 1978; Silva et al., 2000).
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Estudos feitos para avaliagdo dos efeitos letais e sub-letais do dicromato de potassio,
concluiu que o Tisbe biminiensis, copépodo bentbnico tropical, pode ser usada em testes
toxicolégicos usando o efeito sub-letal em conjunto com o efeito letal. Esses testes foram
promissores, uma vez que a maioria dos estudos toxicoldgicos é realizada com espécies de zonas
temperadas, portanto, inadequadas para areas de clima quente (Araudjo-Castro et al., 2006b).

Araujo-Castro et al. (2006a) utilizando a mesma espécie de copépodo bentbnico, avaliou por
meio de bioensaios com fracdo sdlida a toxicidade de sedimentos portuarios (Porto de Suape, NE do
Brasil) através do efeito letal (mortalidade das fémeas) e sub-letal (producdo de descendentes),
estabelecendo este teste como rotina laboratorial.

Em funcdo da facilidade de acesso ao laboratério, localizado na mesma instituicdo da
realizacdo da presente pesquisa (UFPE), baixo custo do teste e uso de uma espécie tropical, o
copépodo bentbnico Tisbe biminiensis foi utilizado no presente estudo para avaliar a adequacao
deste como espécie-teste na investigacéo da toxicidade da matriz do tipo solo contaminado com 6leo

diesel.
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CAPITULO 3.
OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficiéncia de remocdo de HPAs de um solo argiloso, contaminado por éleo diesel,

em condi¢cbes laboratoriais, por meio de diferentes processos de biorremediacdo — aeracédo e

correcdo de umidade (Landfarming); aeracdo, correcdo de umidade e adicdo de nutrientes

(Bioestimulo); e aeracdo, correcdo de umidade, adicdo de nutrientes e de microrganismos

(Bioaumento).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar 0 solo em estudo, fisico-quimico e pedologicamente, e indicar as correcdes
necessarias para adocao dos tratamentos de remediac¢ao;

Identificar os microrganismos (bactérias, fungos e leveduras) cultivaveis em solo argiloso
contaminado por 6leo diesel;

Avaliar a influéncia da adicdo de nutrientes e microrganismos sobre remocdo aerébia de
Oleos e graxas (O&G) e de HPAs de solo argiloso contaminado por 6leo diesel tratados por
diferentes métodos de remediacao (bioestimulo e bioaumento);

Desenvolver, implantar e estabelecer como rotina no Laboratério de Saneamento Ambiental
da UFPE método para quantificacdo de naftaleno em agua por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE);

Avaliar a variacdo da capacidade sortiva de solo argiloso contaminado por 6leo diesel e
sujeito a tratamentos de remediagdo (bioestimulo e bioaumento). O naftaleno (NAP), um dos
16 HPAs prioritarios indicados pela USEPA, foi adotado como substéncia-teste;

Avaliar a aplicabilidade de uma espécie de copépoda bentbnica tropical para quantificar

niveis de toxicidade em solo contaminado por 6leo diesel.
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CAPITULO 4.
MATERIAL E METODOS

O presente trabalho abordou os procedimentos de biorremediacdo de um solo argiloso,

contaminado experimentalmente por 6leo diesel, e as possiveis alteragcbes em sua capacidade

sortiva. Os 16 HPAs prioritarios, indicados pela USEPA, foram utilizados como parametros de

avaliacdo dos tratamentos de biorremediagdo. O naftaleno (NAP), um destes 16 prioritarios, foi usado

como modelo especifico de sorcdo em funcdo de sua alta concentracdo no 6leo diesel e alta

solubilidade em agua, que tende a facilitar a execucéo dos testes.

A Figura 8 ilustra as atividades desenvolvidas na presente pesquisa.

Caracterizagéo do solo e
do dleo diesel

Solo contaminado
artificialmente com 6leo
diesel

A 4

Tratamento BP

Solo + umidade + aeragéo

/

A 4

\

A 4

Tratamento BE
Solo + umidade + aeragéo +

A 4

Tratamento BEBA

Solo + umidade + aeragéo +

Monitoramento: Teste Teste de
HPAs, pH, Coyg, de toxicidade
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superficial,
bactérias e
funaos.
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Determinagéo das
constantes de sor¢éo

(Kd e Koc)

nutrientes nutrientes + microrganismos
Monitoramento: Teste Teste de Monitoramento: Teste Teste de
HPAs, pH, Coyg, de toxicidade HPAs, pH, Coy, de toxicidade
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Figura 8. Fluxograma das atividades desenvolvidas na presente pesquisa.

A 4

(Kd e Koc)

Determinagéo das
constantes de sor¢éo
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4.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E MICROBIOLOGICA DO SOLO E QUIMICA
DO OLEO DIESEL

4.1.1 Amostragem do solo

O solo argiloso foi coletado na Usina N. Sra. Auxiliadora, margem direita da BR 232 (no
sentido Recife/Caruaru), altura do Km 22, municipio de Moreno (PE), distando cerca de 1 km das
margens da rodovia. Foi realizada uma Unica amostragem de cerca de 50 kg de solo. O local foi
escolhido em funcdo da probabilidade de estar isento de contaminacdo a base de petréleo e
derivados.

Para a coleta, foi utilizada uma pa e a amostragem foi feita de 10 a 20 cm de profundidade no
solo, com prévia remocao de vegetacdo e de quaisquer outros residuos (descricao do perfil do solo
estudado no Anexo 1). A profundidade da coleta tinha como objetivo adquirir uma microbiota nativa
aerdbia, uma vez que esta tende a ser a primeira atingida em um derrame e em funcdo de sua
importancia na degradacdo de petroderivados. A amostra foi acondicionada em sacos plasticos e
transportada para o Laboratério de Preparacdo de Amostras (LPA) do Departamento de Geologia da
UFPE.

A amostra foi entdo seca ao ar, peneirado em peneiras com malha de 2 mm, armazenadas

em bolsas plasticas e estocada sob refrigeracio a 4°C até a realizacio dos experimentos.

4.1.2 Quantificacdo dos parametros fisico-quimicos da amostra de solo

A caracterizacdo do solo teve como objetivo levantar as propriedades fisico-quimicas e
microbiolégicas que poderiam apresentar inter-relagdo com o contaminante presente no meio.

As analises fisico-quimicas para a caracterizacdo inicial do solo foram realizadas pelos
Laboratorios de Quimica e Fisica dos Solos, do Departamento de Agronomia, da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). A andlise da tensao superficial foi realizada no Laboratério
de Tecnologia Mineral, do Departamento de Engenharia de Minas da UFPE.

As concentragdes de metais tragcos foram obtidas no Laboratério Lakefield Geosol. As
analises foram realizadas a partir da extracdo do solo com auxilio de agua régia e as analises foram
realizadas por Espectrometria de Emissao Atdmica com Plasma Induzido Acoplado (ICP-AES).

Os parametros fisico-quimicos avaliados, bem como os métodos aplicados, estao
apresentados na Tabela 16. A descricao metodolégica, por sua vez, em fungdo do nimero expressivo

de parametros, esta apresentada no Anexo 3.
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Tabela 16. Caracterizacgao fisico-quimica do solo em estudo e os respectivos métodos adotados.

PARAMETROS UNIDADE REFERENCIA DO METODO

Densidade global e particula g.cm'3

Granulometria %

Porosidade %

Relacéo silte/argila -

Textura -

Capacidade de campo %

Condutividade hidraulica cm.s’

Complexo sortivo cmolc/dm® EMBRAPA (1997).

Potencial hidrogenionico (pH) -

Matéria orgéanica (M.O.) %

Nitrogénio total (amoniacal e nitratos) (N) g.kg"

Fosforo disponivel (ortofosfatos) (P) mg.kg™

Enxofre mg.kg™
Standard Methods for Examination of Water and

Oleos e Graxas (0&G) g.kg’1 Wastewater (1999). Método 5520 D, Extracao
por Soxhlet.

Metais pesados mg.kg" e % Método de digestdo multiacida.

Tensao superficial mN/m ASTM D971 (1999).

4.1.3 Quantificacdo dos microrganismos heterotréficos totais

Para remover a microbiota do solo, 10 g deste foram colocados em um frasco Erlenmeyer de
500 mL, contendo 100 mL de agua deionizada e esterilizada. O frasco foi mantido em agitacdo de
200 rpm, durante 20 min, em temperatura ambiente (30 + 1°C), de acordo com os procedimentos
adotados por Santo (2002).

Da suspensao, foram realizadas diluicbes em série de 10 vezes (diluicbes decimais seriadas)
para quantificar o nimero de coldnias de acordo com os procedimentos adotados por Colores et al.
(2000). Em seguida, o plagueamento foi realizado em meio organico sélido através da técnica de pour
plate. Esse processo foi realizado adicionando-se 1 mL de diluicdes adequadas em placas de Petri
que continham meio sélido adequado (10 mL) para o crescimento de diferentes grupos microbianos.
O meio utilizado para fazer o crescimento de bactérias foi o TSA (Triptic Soy Agar), da marca
Acumedia Manufacturers, e para a contagem dos fungos foi utilizado o Sabouraud Dextrose Agar
(Acumedia Manufacturers). Foram adicionados a cada placa de bactérias e fungos, 50 |.|g.mL'1 do
antifingico ciclohexamida e do antibactericida estreptomicina, respectivamente, para garantir
crescimento exclusivo do microrganismo a ser quantificado. Depois as placas foram incubadas a 30°C
+ 1°C e ap0s 24 ou 48 h foi realizada a contagem das unidades formadoras de coldnia (UFC.g'l). As
placas foram preparadas em triplicata e os desvios padrdes foram calculados para cada diluigéo.
Brancos também foram utilizados para garantir a esterilizacdo do aparato usado no teste.

As analises para quantificacdo dos microrganismos heterotroficos foram realizadas para
caracterizacdo do solo estudado, antes e apds a contaminacdo com Oleo diesel, e em todos os dias

de amostragens avaliados e nos tratamentos testados no presente estudo.
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Para identificagdo das espécies presentes no solo estudado, antes e apds a contaminacao
com oleo diesel, os isolados de bactérias foram enviados para o Departamento de Microbiologia da
Universidade Federal de Vicosa, e de fungos e leveduras para o Departamento de Micologia da
Universidade Federal de Pernambuco.

As bactérias foram identificadas por meio da extracao e analise de agrupamento dos perfis de
acidos graxos de acordo com o protocolo recomendado pela Microbial Identification System (MIDI),
utilizando-se o sistema Sherlock. Os perfis cromatograficos foram comparados com a biblioteca de
isolados ambientais TSBA 50.

Os fungos e leveduras foram identificados por meio de aspectos morfolégicos e de

esporulacéo.

4.1.4 Amostragem e caracterizacdo do 6leo diesel

O 6leo diesel, utilizado na presente pesquisa, foi obtido na Empresa TRANSPETRO,
localizada no Porto de Suape - PE. O 6leo foi acondicionado em frascos tipo ambar de 1.000 mL, com
tampas plasticas rosqueadas, e foram armazenados até seu uso sob refrigeracéo a 4°C, para reduzir
a volatilizacdo. Foram adquiridos 4 L no total, todos provenientes do mesmo lote, bem como foi
adquirida a caracterizagdo fisico-quimica (aspecto, cor, densidade, massa especifica, viscosidade,

teor de enxofre e ponto de fulgor) do 6leo também fornecida pela empresa supracitada.

4.2 TRATAMENTOS DE REMEDIACAO

4.2.1 Preparo das amostras de solo

O objetivo do presente experimento foi avaliar que tratamento seria 0 mais vantajoso para
tratar um solo do tipo argiloso contaminado com HPAs, provenientes de derrame de 6leo diesel. Os
tratamentos estudados foram: landfaming (LF), bioestimulo (BE) e bioestimulo mais bioaumento
(BEBA).

Os tratamentos foram adaptados dos experimentos desenvolvidos por Amellal et al. (2001),
Huang et al. (2004) e Bento et al. (2005). Os microcosmos contaminados com 6leo diesel passaram

pelos trés diferentes tipos de tratamentos, durante o periodo de 18 semanas (129 dias) (Figura 9).
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ESQUEMA DO TESTE DE REMEDIACAO

T REPLICAS

R

o —J=

T CT

A

M |

E BE

N

T "

o BEBA

S
Total:
3 tratamentos x 2 réplicas = 6 amostras
Recipientes: bandejas plasticas (6,8 x 27 x 42,5 cm)

Legenda

LF (Landfarming) - com revolvimento; com adicdo de agua deionizada; sem adi¢do de solu¢é@o nutriente;
sem adi¢do de microrganismos.

BE (Bioestimulo) - com revolvimento; com adi¢éo de 4gua deionizada; com adi¢éo de solucéo nutriente (pH
7,0); sem adi¢cdo de microrganismos.

BEBA (Bioestimulo mais Bioaumento) - com revolvimento; com adicdo de agua deionizada; com adicdo de
solugédo nutriente; com adi¢cao de microrganismos (pH 7,0).

Figura 9. Esquema experimental para os biotratamentos de remediacéo do solo argiloso contaminado com 6leo
diesel.
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Apesar dos diferentes tratamentos de remediacdo adotados no experimento, alguns
procedimentos-padrdo foram utilizados para adequagcdo das condigcbes do solo e tornar mais
promissores 0s tratamentos propostos. Esses procedimentos tém como base o trabalho realizado por

Trindade (2002) e estao explicitados a seguir.

e Secagem do solo
Depois de retirado da geladeira, o solo foi seco ar em temperatura ambiente. Foi necessario

48 h para a secagem completa do solo estudado.

e Verificagao e ajuste do teor de umidade do solo
Antes do inicio de cada teste, a umidade das amostras de solo foi ajustada para 50% da
capacidade de campo (CC) (Equagdo 10). Este é o valor recomendado pela literatura (Trindade,
2002).

M agua ajuste — M agua soy% cc — M agua ymidade (Equacéo 10)

Esse ajuste obedeceu a trés condi¢des:
1. Landfaming (LF) - Sem correcdo de nutrientes e sem adicdo de microorganismos — ajuste

pela adicdo somente de agua deionizada.

2. Bioestimulo (BE) - Com correcao de nutrientes e sem adicdo de microorganismos — ajuste

pela adicdo de solucao-nutrientes (dgua deionizada mais nutrientes).

3. Bioestimulo mais bioaumento (BEBA) - Com correcao de nutrientes e com adicdo de
microorganismos — ajuste pela adigdo de solucdo de nutrientes e consoércio microbiano

(suspensao de células).

e Verificacdo da relacdo adequada de nutrientes (C:N:P)

O acréscimo de nutrientes foi feito de acordo com o método de Bento et al. (2005). As
concentragdes utilizadas foram calculadas a partir das analises quimicas laboratoriais das fragbes de
C, N e P ja existentes no solo original. Para a corre¢ao do C e efeito de célculo das relag6es C:N:P,
considerou-se o percentual de M.O. j& presente na amostra de solo, bem como o proveniente da
contaminacédo pelo 6leo diesel.

A massa de carbono do 6leo diesel foi calculada como ilustrada pela Equacéo 11, uma vez

gue este petroderivado é constituido basicamente de hidrocarbonetos.
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MCoprox = O ieset XV sieset (Equagdo 11)

Onde:

MCopo— MASSA aproximada de carbono na amostra de diesel (9);
ddiad = densidade da amostra de diesel utilizada (g.mL'l);

Ve = Volume da amostra de diesel utilizada no meio de cultivo (mL).

Como fontes de N e P para o solo foram utilizadas NH;NO; e K,HPO,, respectivamente. As

massas dos nutrientes foram calculadas de acordo com o abaixo exemplificado para o NH;NO:s.

MC._. o / MCinga) XV
mNH4N03 - ( aprox d&eyada) diesel

PM

(Equacédo 12)

Onde:

mNH,NO, = massa de nitrato de amonia para compor o meio de cultivo;
mC,, = massa aproximada de carbono na amostra de dleo diesel;
mCdegq-adf propor¢éo de carbono desejada na relagdo C:N;

Viesq = VOlume do diesel (mL);

PM , = peso molecular do N no composto usado.

4.2.2 Preparo dos experimentos de remediacdo

O solo argiloso seco e destorroado foi distribuido em recipientes plasticos (6,8 x 27 x 42,5
cm). Esses recipientes serviram de “microcosmos” onde foram simulados os diferentes tratamentos
de remediagdo proximo as condicdes ambientais naturais.

Cada tratamento foi realizado em duplicata, portanto, foram 6 microcosmos provenientes de 3
tratamentos x 2 réplicas (Figura 9). Cada recipiente recebeu 4 kg de solo (peso seco), igualmente
contaminados artificialmente com dleo diesel (Segdo 4.2.2.1) e foram armazenados em sala em

temperatura ambiente. Os procedimentos necessarios para os tratamentos estdo apresentados a
sequir.

CHAGAS-SPINELLI, A.C.O. Biorremediacéo... , 2007.



60

4.2.2.1 Contaminacdo do solo com 6leo diesel

A contaminacdo do solo foi feita em uma quantidade similar a adotada por Barahona et al.
(2004) em seu estudo sobre tratamento de solos contaminados por 6leo diesel. Desse modo, cada
amostra de solo (4 kg) foi artificialmente poluida com diesel comercial, até o nivel de 40 g de
diesel.kg™ de solo, aproximadamente 188 mL de diesel. A distribuicdo do contaminante foi aleatéria.

Posteriormente, foi acrescentada dgua deionizada o suficiente para umedecer o solo (50% da
CQC), este foi revolvido (Huang et al., 2004) e mantido em temperatura ambiente por uma semana.
Esse procedimento teve como objetivo promover uma maior ligagédo entre os compostos quimicos do

6leo diesel e o solo.

4.2.2.2 Caracterizacdo dos tratamentos

e Landfaming (LF)

O solo foi revolvido duas vezes por semana para expor boa parte de sua massa ao ar, o que
provavelmente permite a volatilizacdo e alguma oxidacdo quimica dos HPAs mais leves. Esse
tratamento foi chamado de Landfarming, apesar de ndo apresentar todos os procedimentos
caracteristicos da técnica (Khan et al.,, 2004), em funcdo de ter como base a aeracdo por
revolvimento e exposi¢cdo do solo ao ar como estimulos a remediagdo. Os procedimentos e
denominacdo aqui adotados também foram utilizados por Huang et al. (2004) em seus estudos para
tratamento de solos contaminados com HPAs.

O tratamento LF também incluiu umedecimento do solo duas vezes por semana com agua

deionizada para manter o nivel de umidade constante.

e Bioestimulo (BE)

Esse tratamento teve como objetivo melhorar a taxa de biodegradacao natural através do
acréscimo de nutrientes. A solugdo dos nutrientes foi introduzida no solo apenas uma vez, no inicio
do experimento, com a agua suficiente para umedecer o solo (50% CC) e este revolvido para facilitar
a incorporacéo desse incremento no solo.

Durante o tempo de execucao do teste (129 dias), o solo foi revolvido duas vezes por semana
para expor boa parte de sua massa ao ar e umedecido duas vezes por semana com agua deionizada

para manter o nivel de umidade constante.

» Bioaumento (BEBA)
O tratamento pretendeu ampliar o poder de degradacdo dos HPAs provenientes do 6leo
diesel, a partir do acréscimo de um consércio microbiano adaptado a partir do préprio solo

contaminado. O motivo da microbiota nem sempre acelerar o processo de biodegradacao por 6leo e
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petroderivados, decorre da falta de especificidade desses organismos ou de adaptagdo as condicdes
em que s&o colocados (temperatura, nutrientes, solo, etc.) (Del Arco, 1999). Por isso a importancia de
se utilizar organismos nativos e o melhoramento das condicdes locais (bioestimulo) para facilitar o
tratamento.

O experimento apresenta as mesmas condi¢cdes dadas ao tratamento de bioestimulo e mais a
adicdo de microrganismos (350 mL de 10° células.mL™), estes provenientes da aclimatacdo e
enriquecimento da microbiota do solo pré-adaptado (Bento et al., 2005). A adicdo dos microrganismos
também foi efetuada uma Unica vez no inicio do experimento. O uso combinado da bioestimulo e
bioaumento é justificado por trabalhos de Liebeg & Cutright (1999). Estes encontraram que o0
bioaumento ndo é tdo significativo sozinho quando comparado ao bioestimulo e, especialmente,
pouco significante se comparado a combinacédo de ambos.

As etapas desse experimento incluem a aclimatacdo e o crescimento da cultura apta a
degradar os HPAs presentes no solo contaminado por 6leo diesel e a posterior inoculacdo da
microbiota no microcosmo.

Para o procedimento de aclimatacdo e enriqguecimento foram utilizados 200 g do solo em
estudo em um béquer de 500 mL, onde foram adicionados 12 mL de 6leo diesel e 20 mL de meio
mineral de Bushnell-Haas (Tabela 17). Em seguida, os componentes foram homogeneizados com
bastdo de vidro. A mistura foi mantida ao ar livre por 30 dias para proporcionar a aclimatacdo e
crescimento da cultura. A cada dois dias, o solo foi revolvido para aumentar a aeracéo e a cada sete
dias foi adicionado 20 mL de meio mineral para umedecer e adicionar nutrientes ao meio (Santo,
2002).

Tabela 17. Constituicdo do meio mineral de Bushnell-Haas — BH.

COMPONENTES QUANTIDADE
KH2PO4 1,009
K2HPO4 1,009
NHsNO3 1,00g

MgSO4.7H,0 0,209
FeCls 0,05¢g
CaCl,.2H,0 0,02g
Agua deionizada 10L
Agar 15,09

pH 7,0+0,2

FONTE: Atlas (1995b).

Ap6s os 30 dias de enriquecimento, foi realizada a quantificacdo dos microrganismos
presentes, como descrito na se¢éo 4.1.3 e, a partir de diluicbes decimais seriadas e crescimento, foi

obtida a cultura microbiol6gica para inoculacao.
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O procedimento de inoculacdo dos degradadores de HPAs foi realizado em uma faixa de 10®
células.mL™* por gotejamento na amostra de solo disponivel para o tratamento de bioaumento e
bioestimulo (BEBA) (Bento et al., 2005). Em seguida, o solo foi revolvido para aumentar o contato
com 0s microrganismos e umedecido com agua deionizada até o 50% da CC. Duas vezes por

semana a amostra foi umedecida até 50% da CC.

4.2.3 Monitoramento dos tratamentos de remediacao: parametros analisados

Aliquotas das amostras de solo foram coletadas ao longo das 18 semanas de experimento,
no 0, 3°, 10°, 17°, 24°, 45° 73°, 101° e 129° dias de incubacdo do experimento. Nestas aliquotas
foram quantificados os 16 HPAs prioritarios, provenientes da contaminacdo com Oleo diesel,
monitorados 0s microrganismos presentes e alguns parametros fisico-quimicos importantes (Tabela
18). Concomitantemente, foi realizado o teste de sor¢do, apresentado na secéo 4.3.

A escolha dos intervalos de amostragem do presente experimento (0, 3°, 10°, 17°, 24°, 45°,
73°, 101° e 129° dias) teve como critério o comportamento cinético de desenvolvimento dos
microrganismos (comportamento Monod), com base em trabalhos observados na literatura (Huang et
al., 2004; Bento, 2005) e, consequentemente, as velocidades de remoc¢do dos contaminantes:
intervalo de amostragem mais curto na fase exponencial e intervalo mais longo na fase estacionaria e
na fase de declino.

Apenas os testes de sorcdo e de toxicidade foram realizados em somente trés intervalos de
amostragem sendo estes, respectivamente, 10°, 45° e 129° dias e 3°, 45° e 129° dias de incubacéo
do experimento, em funcdo do significativo tempo e trabalho demandados em suas execucdes. Estes

intervalos correspondiam a aproximadamente inicio, meio e fim do experimento total (129 dias).

Tabela 18. Pardmetros avaliados ao longo dos tratamentos.

A DIAS
PARAMETROS [ AMOSTRAGEM
0 3° 10° 17° 240 45° 73° 101° | 129°
HPAs composta . . . . . . . . .
Corg simples . . . . . . . . .
0&G simples . . . . . . . . .
Tensdao superficial simples . . . . . . . .
pH simples . . . . . . . . .
Sorcao composta . . .
Fungos composta . . . . . .
Bactérias composta . . . . . .
Toxicidade simples . . . .
Metais pesados simples . .

NOTA: Amostra composta — amostra proveniente da juncdo de aliquotas das réplicas dos tratamentos (LF = LF1 + LF2).
Amostra simples - amostra proveniente de aliquotas de cada réplica dos tratamentos (LF1 e LF2).
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Parte dos parametros (HPAs, sorgdo, fungos e bactérias) foi avaliada a partir de uma
amostragem composta dos tratamentos, ou seja, da juncdo de amostras coletadas em cinco pontos
aleatdrios em cada duplicata dos tratamentos (amostra tratamento = réplica 1 + réplica 2). Isso foi
necessario para reduzir o custo e o tempo para execucao de alguns procedimentos, bem como para
permitir a comparagé&o entre parametros diretamente interligados. Os demais parametros (Coq, O&G,
tensédo superficial, toxicidade e metais pesados) foram analisados em cada duplicata dos tratamentos
(amostra tratamento réplica 1 e amostra tratamento réplica 2), também amostradas em cinco pontos
aleatérios (amostras simples). Todos os parametros foram analisados em triplicatas.

A amostragem correspondente ao tempo 0, para todos os parametros, foi executada
imediatamente antes da introducédo dos incrementos no solo contaminados com 6leo diesel, uma vez
que a umidade decorrente desse procedimento (introducdo de agua deionizada, nutrientes e inéculo)
promoveria uma amostragem ndo segura em funcdo da compactacdo da matriz. No decorrer do
experimento, a amostragem foi efetuada trés dias ap6s o umidecimento do solo (50% CC). E, antes
da amostragem, o solo foi destorroamento para aumentar a homogeneidade e cada amostra foi
obtida a partir de sub-amostras retiradas de cinco pontos dos recipientes.

Problemas de compactacéo, quando se trabalha com solos de textura mais fina como o
presente, sdo observados na literatura e costumam ter como consequéncia a dificuldade na aeragéo
e evaporacdo de agua, bem como de amostragem na conducao de experimentos. Alternativas, como
a utilizada, sdo necessarias para o melhor andamento dos testes (Gestel et al., 2003; Raimundo &
Rizzo, 2004; Rizzo et al., 2003).

Os 0&G foram quantificados no Laboratério de Engenharia Ambiental e da Qualidade (LEAQ)
do Departamento de Engenharia Quimica da UFPE e os HPAs foram enviados para o Laboratério de
Meio Ambiente do Centro de Tecnologias do Gas (CTGAS/SENAI/RN), onde foram quantificados
através do método USEPA 8270 por meio de GC/MS (USEPA, 2004d).

4.3 AVALIACAO DA CAPACIDADE SORTIVA DO SOLO DURANTE OS TRATAMENTOS
DE REMEDIACAO

Para o desenvolvimento dos testes de sorcéo foi implementado o método de quantificacao do
naftaleno por meio da Cromatografia Liquida de Alta Resolucdo (CLAE), no Laboratério de
Saneamento Ambiental, da UFPE, como mais uma ferramenta para o monitoramento de ambientes
predispostos a contaminacdo por petroderivados, risco que passou a ser mais significativo, para
Pernambuco, com a instalagdo da refinaria de petroleo.

O teste de sorcéo teve como objetivo determinar as alteracdes da capacidade sortiva do solo
argiloso contaminado quando submetido a diferentes tratamentos de remediacdo. O interesse pelo

naftaleno se deu em funcéo de sua representativa concentracdo nos combustiveis petroderivados e
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por apresentar, entre os 16 poliaromaticos, alta solubilidade em agua, o que facilita a execugdo dos

testes. Os procedimentos necessarios e 0s parametros adotados estdo apresentados na sequéncia.

4.3.1 Implantacdo do método para quantificacdo do naftaleno por CLAE

O padréo de naftaleno (NAP) utilizado foi de alto grau de pureza (marca Merck), bem como a
acetonitrila e o metanol, solventes adotados (marca J.T. Backer, grau HPLC).

Inicialmente, foi preparada uma solucéo-estoque de naftaleno, a partir da diluicdo do padréo
(composto sélido), em agua ultra-purificada com resistividade de 18 mQ.cm e metanol 0,1%. A
concentracao utilizada foi de 30 mg.L™, portanto, préxima a sua solubilidade em &gua (S, = 32 mg.L™,
Tabela 15). A partir dessa solucdo foram realizadas diluicdes para obtencéo das seis concentracdes
(pontos) para a construcdo da curva analitica do composto (NAP) (1,5; 3; 4,5; 9; 15 e 30mg.L™).

O equipamento utilizado foi o Cromatografo Liquido de Alta Resolugdo (CLAE), da Agilent,
série 1100, com coluna analitica do tipo Hypersil ODS C18 Agilent, com 2,0 x 250 mm e particulas de
5pum.

Tendo como base estudos anteriores, para desenvolvimento da curva do naftaleno alguns
parametros foram testados: excitacdo e emissdo de 220 nm e 325 nm, respectivamente; fluxo de 0,2
mg.L™, com ganho 10 e uma relacéo H,0 / ACN crescente para a ACN de 60 a 100%, durante 7 min
(Marcé et al., 2000; Barranco et al., 2003; Garcia et al., 2003; Pensado et al., 2004). O volume de

injecao testado variou de 5 a 25 pL.

4.3.1.1 Procedimentos de validacao

Os parametros analiticos utilizados para validacdo do método de quantificacdo do naftaleno
(NAP), no presente estudo, foram seletividade, linearidade e faixa de aplicacéo, precisdo, exatidao e
limite de deteccdo e de quantificacdo (INMETRO, 2003; Fonseca et al., 2004, Ribani et al., 2004). A

Figura 10 apresenta um resumo dos procedimentos adotados.

» Seletividade

No presente estudo, a seletividade do método para a quantificacdo do naftaleno (NAP) foi
avaliada a partir da comparacédo visual entre os cromatogramas obtidos da injecdo da matriz isenta do
composto, ou seja, do solo estudado e isento de contaminacdo, e da matriz com a adicdo de uma
solucdo-estoque do composto.

A matriz foi contaminada de modo semelhante ao procedimento que foi usado nos testes de
sorcéo (Secao 4.3.2). Desse modo, 50 mL da solucdo-estoque de naftaleno, com concentracéo de 30
mg.L™, foi acrescentada a um recipiente ambar (volume 60mL) que continha 1,0000 g de solo isento

de contaminacédo (peso seco).
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Aos recipientes com matriz isenta de contaminacdo somente foi acrescida uma solucéo
aquosa preparada utilizando uma solucao de cloreto de célcio (CaCl,) 0,01 M e 200 mg.L'l de azida
sédica (NaN3) em agua ultra-purificada e sem a solucao-estoque. O CaCl, foi usado como fase
solvente aquosa para melhorar a centrifugacdo e minimizar a troca catidnica e a azida sddica foi
acrescentada para inibir o crescimento bacteriano (Kleineidam et al., 1999; Rugner et al., 1999;
Rahman, 2002).

Os recipientes, com e sem matriz contaminada, foram selados com fita teflon, tampa de rosca
envolta por parafim® e mantidos sob agitacdo em mesa agitadora (shaker) a 180 rpm, em
temperatura controlada, 30 + 2°C, por 30 min.

Para a quantificacdo do naftaleno, os recipientes foram centrifugados a 1800 rpm por 15
minutos; uma aliquota de aproximadamente 10 mL do sobrenadante foi retirada, filtrada usando uma
seringa acoplada a um filtro de nylon com diametro de 0,45 um. A amostra foi extraida, com
acetonitrila:sobrenadante (1:1) e determinou-se a concentracdo do naftaleno da solu¢do por meio da
CLAE (Gao et al., 2000, 2006; Liang et al., 2006).

O método foi considerado seletivo caso nenhum interferente eluisse no tempo de retengéo do
composto de interesse e este estivesse bem separado de quaisquer outros compostos presentes na
matriz estudada (Ribani et al., 2004).

e Linearidade e faixa de aplicacdo

A linearidade do método foi testada a partir da avaliagdo da correlacéo obtida entre o sinal
medido (area ou altura do pico) e a massa ou concentragdo do composto. Essa relagéo € proveniente
da injecao das seis concentragdes utilizadas para a constru¢do da curva analitica e é representada
pela equacdo da reta e por meio do coeficiente de correlacdo (R?). O coeficiente de correlagdo
permitiu uma estimativa da qualidade da curva obtida, uma vez que quanto mais proximo de 1,0,
menor a dispersao do conjunto de pontos experimentais € menor a incerteza dos coeficientes de
regressdo estimados. A ANVISA (2003) recomenda um coeficiente de correlacdo igual a 0,99 e o
INMETRO (2003) um valor acima de 0,90.

Foi testada também a linearidade através da obtencdo da faixa de concentragcdo e por meio
da avaliacdo do ajuste linear dos pontos da curva na faixa de trabalho, que no presente estudo variou
de 1,5 a 30 mg.L'1 de naftaleno. Para tanto, foi plotada, em gréafico, a razdo entre a area do pico
cromatografico e a concentragdo do composto versus a concentracao deste em escala logaritimica.
Uma reta foi entdo tracada de modo a se obter os pontos da curva distribuidos ao longo desta o mais
simétrico possivel. Duas outras retas foram desenhadas paralelas a anterior, uma correspondendo a
105% do valor da reta média e outra a 95%. O método foi considerado linear até o ponto onde ha
intersecao com a linha de 95% ou de 105% (Ribani et al., 2004).

CHAGAS-SPINELLI, A.C.O. Biorremediacéo... , 2007.



66

* Precisédo
A precisdo do método foi avaliada por meio da quantificacdo através de CLAE de trés
concentracdes distintas (3, 9, 30 mg.L™" de naftaleno), preparadas em triplicata por um mesmo
operador e em dias diferentes. A precisdo foi expressa com base no desvio padrdo relativo (RSD)
(Equacéo 3) obtido das areas (triplicata) de cada concentracao testada. O método foi considerado

preciso quando o desvio padrao relativo ndo excedeu 2% (RSD < 2%).

+ Exatiddo
A avaliacdo da exatiddo do método foi realizada também através da injecdo em triplicata de
trés concentracdes conhecidas (3, 9 e 30 mg.L'1 de naftaleno). Os resultados obtidos, ou seja, as
concentracbes alcangcadas foram comparadas com os valores aceitos como verdadeiros

(concentragBes conhecidas).

e Limite de deteccéo
O método usado para determinacédo do LD foi o método baseado em parametros da curva
analitica, ou seja, foi utilizado o desvio do coeficiente angular e o coeficiente angular da reta, ambos

obtidos através da curva analitica.

e Limite de quantificacdo
O limite de quantificacdo (LQ), por sua vez, indica a menor concentracdo do composto em
exame que pode ser medida (Equacdo 5). O LQ do método foi obtido inicialmente através dos
parametros da curva analitica (o desvio do coeficiente angular e o coeficiente angular da reta), e em
seguida através da comparacao entre esse valor estimado, pela equacdo supracitada, e a analise

dessa concentracdo por CLAE em triplicata.
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Figura 10. Esquema do procedimento adotado para validacdo do método de quantificagdo do naftaleno por
CLAE.

4.3.2 Comportamento sortivo do naftaleno durante os tratamentos de remediacdo

Esse experimento foi realizado no 10°, 45° e 129° dias de incubacdo do experimento e a
capacidade sortiva do solo foi testada com o uso do naftaleno (NAP), composto quimico usado para
representar os HPAs estudados.

O método de adsorcao adotado representa o processo de ligacdo de uma substancia quimica

as superficies do solo e nédo distingue entre os diferentes processos de adsorcéo (fisica ou quimica).
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A adsorcao que ocorre sobre particulas coloidais (diametro < 0,2 um) geradas pelo solo também néo
foi quantificada (OECD TG 106, 2001).

Os objetivos deste experimento foram: determinacdo do coeficiente de distribuicdo ou de
particdo (Kg) através de isotermas de sorcdo e a comparacdo dos dados experimentais de Kq com

dados da literatura, entre os tratamentos testados e nos diferentes intervalos de tempo avaliados.

4.3.2.1 Reagentes e preparo das solucoes

Uma solucao aquosa (SA) foi preparada utilizando uma solucdo de cloreto de célcio (CacCly)
0,01 M e 200 mg.L" de azida sédica (NaNs). O CaCl, foi usado como fase solvente aquosa para
melhorar a centrifugacao e minimizar a troca catidnica; ja a azida sédica foi acrescentada para inibir o
crescimento bacteriano. As concentracdes citadas, segundo os estudos, ndo costumam causar
mudancas significativas na quimica da matéria organica da amostra (Kleineidam et al., 1999; Rugner
et al., 1999; Rahman, 2002).

Foi acrescentada a solugdo supracitada, uma solucéo-estoque (SE) composta de NAP. Essa
solugédo foi preparada a partir da diluicdo de solucéo padrdo do composto sélido de grande pureza
(Merck), em &gua ultra-purificada e metanol 0,1%. A concentracao inicial de NAP utilizada foi de 30
mg.L™, portanto, préxima a sua solubilidade em agua (S, = 32 mg.L™, Tabela 15). Em seguida, foram
utilizadas diluicBes a partir desta concentracéo inicial (Rugner et al., 1999; Rahman, 2002).

O metanol foi usado como solvente organico uma vez que a substancia testada (NAP) é
pouco miscivel em &agua (solubilidade S, < 10® g.L™") e nessa condicdo um solvente solGvel
(acetonitrila ou metanol) deve ser usado. No entanto, sua concentracdo nao excedeu 1% do volume
total da solucdo-estoque e foi menor do que 0,1% na solucdo que entrou em contato com o solo.
Essa concentracdo tem o proposito de evitar efeitos sobre a sorcdo (Rigner et al., 1999; Rahman,
2002).

Todos os reagentes empregados no estudo eram de grau analitico e as solugBes foram
preparadas com agua ultra-purificada do sistema Millipore Milli-Q com resistividade de 18 mQ.cm. A
solugéo-estoque foi preparada pouco antes da aplicagdo ou armazenada no escuro a 4°C (Chefetz,
2003).

4.3.2.2 Obtencéo das isotermas de sorcao

Os experimentos foram realizados em recipientes ou vials de vidro &mbar, de 60 mL, foram
compostos de trés tratamentos, todos em duplicata: (i) Amostra - composta de solo (1 g), solucdo
aquosa e solucdo-estoque; (ii) Branco - composto por solo, solucdo aquosa, mas sem solucdo-
estoque, portanto, sem naftaleno, cujo objetivo foi servir como controle do background para detectar a
presenca de interferentes ou solos contaminados; (iii) Referéncia, composta por solugdo aquosa,

solucao-estoque e sem solo, que tinha como propdsito verificar a estabilidade da substancia-teste na
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solugdo e a adsorgdo possivel no recipiente utilizado no estudo. Caso houvesse adsorcdo do NAP
nas paredes do vidro, a sor¢do seria corrigida pela diferenca.

Nos Brancos, se alguma concentracdo de NAP fosse detectada, as correcdes eram aplicadas
aos vials correspondentes a experiéncia. Os vials da referéncia e brancos foram tratados da mesma
maneira a fim verificar perdas do composto no sistema (Silvers, 2003).

Os ensaios foram realizados em duplicatas para cada um dos trés tratamentos estudados
(LF, BE, BEBA), além dos tratamentos de Referéncia e Branco. A Figura 11 ilustra os procedimentos
adotados no teste.

O preparo dos recipientes tinha inicio com a pesagem de 1,0000 g de solo de cada
tratamento em balanca analitica. Esse era transferido para os recipientes ambar (Amostra e Branco).
Tomou-se 0 cuidado de quartear a amostra antes da pesagem, garantindo assim sua
representatividade. O solo nao foi acrescentado ao recipiente Referéncia.

A cada uma das amostras foram adicionadas aliquotas da solucdo-estoque (30 mg.L™) mais a
solugdo aquosa até alcancar cinco diferentes concentragdes de naftaleno: 6, 12, 18, 24 e 30 mg.L'l.
Os recipientes foram selados fita teflon, tampa de rosca envolta por parafim® e mantidos sob
agitacdo em mesa agitadora (shaker) a 180 rpm, em temperatura controlada, 30 + 2°C, por 48 h
(Salloum et al., 2001).

Para a andlise, os recipientes foram centrifugados a 1800 rpm por 15 minutos; uma aliquota
de aproximadamente 10 mL do sobrenadante foram retiradas, filtradas usando uma seringa acoplada
a um filtro de nylon com diametro de 0,45 um. A amostra foi extraida, com acetonitrila:sobrenadante
(1:1) e determinou-se a concentracdo do naftaleno da solucéo. O procedimento de extragdo usado no
presente experimento foi 0 que se mostrou mais adequado dentre uma série de estudos observados
na literatura (Gao et al., 2000, 2006; Liang et al., 2006) e também avaliados previamente no presente
estudo.

As concentragbes de NAP adicionadas (C,) ao ensaio de sor¢do e a média da concentragéo
de naftaleno (C,,) apés 48 h de agitacao foram utilizadas para calculo da quantidade de NAP sorvida
(Cs) no solo e para construcéo das isotermas de sorc¢éo.

As experiéncias de equilibrio de sor¢cdo foram conduzidas com base nos trabalhos de
Kleineidam et al. (1999), Rahman (2002), Cardona & lturbe (2003), Chefetz (2003), Silvers (2003),
D"Agostinho & Flues (2006) e OECD TG 106 (2001).
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Tratamento
Réplica 2
Amostragem do solo

@ 10°, 45° e 129° dias

gl

Branco

Solo (19),
Solucéo aquosa (SA).

DILUICOES — CONCENTRAGOES DE NAP

C130 mg.L™* — 100 % SE (30 mg.L™) + 0% SA
C2 24 mg.L* — 80 % SE (30 mg.L™Y) + 20% SA
C318mg.L* — 60 % SE (30 mg.L™Y) + 40% SA
C412 mg.L™* — 40 % SE (30 mg.L™Y) + 60% SA
C5 6mg.Lt— 20 % SE (30 mg.L™Y) + 80% SA

Solucéo-estoque (SE),

Solugéo aquosa (SA).

Solucéo aquosa (SA).

l

Agitados a180 rpm
48 h 30°C

y

Centrifugados 1800 rpm
15 min
10ml sobrenadante

y

Extracdo ACN:sobrenadante
(1:1)

Andlise de NAP em CLAE

A 4

Figura 11. Fluxograma do esquema experimental e procedimento analitico para quantificagdo da sorcdo de

naftaleno (NAP) em solo.

CHAGAS-SPINELLI, A.C.O. Biorremediacéo... , 2007.



71

4.3.3 Estimativa do coeficiente de sorcao

A isoterma de sorcdo foi construida através da relagdo estabelecida entre a concentragéo
remanescente do composto (C,,) e a concentracdo do composto retido nas particulas do solo (Cs): Cs
=f(C,,). As condi¢cBes necessarias para que essa relacado fosse encontrada foram baseadas em: (i) as
varias reacdes de equilibrio de retencaol/liberacdo deveriam ser alcancadas e (ii) todos os parametros
fisico-quimicos eram constantes (Limousin et al., 2007).

Foi determinada inicialmente a concentracdo sorvida no solo, Cs, por meio da seguinte
equacao (Cardona & lturbe, 2003; Limousin et al., 2007):

C - CW 5
o e Tow (Equacao 13)
S W

Onde C, = Concentracdo do NAP adsorvido por solo (mg.g™).
Cref OU C, = Concentracao inicial de NAP na fase aquosa (mg.L™).
C,, = Concentracéo de equilibrio na fase aquosa (mg.L™).
V = Volume da solucgéo (L)

W = Peso de solo (g)

O coeficiente de adsorcao K foi determinado a partir do ajuste dos dados de sor¢do por meio
das expressfes de trés tipos de isotermas: linear, de Freundlich e de Langmuir, apresentadas a

seguir. Todas as isotermas foram ajustadas usando o Origin verséo 5.0.

« Isoterma Linear C, =K, xC, (Equacao 14)
« Isoterma de Freundlich C.=K, xC" (Equagéo 15)

K. b (Equacéo 16)
« Isoterma de Langmuir Cs= ﬁ

Onde Kq4 (L.g™Y), K (mg.g-1) (L.mg™)" e N (adimensional) sdo constantes determinadas
experimentalmente, b, (adimensional) € uma constante relacionada com a energia de adsorcao e K_é
a capacidade maxima de adsorcédo pelo sélido (Ritter, 1998).
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4.3.4 Estimativa dos coeficientes Ky e Kqc

O carbono orgénico presente no solo apresenta importante influéncia no processo de sorcdo
e de distribuicdo de compostos organicos no compartimento investigado. Desse modo, o coeficiente
de distribuicdo (Kq) passa a ser normalizado pelo teor de C,, passando geralmente a ser expresso
por K.

Assim, o K, é o coeficiente de particdo do contaminante na fracdo organica do solo, ou seja,
€ a particdo do contaminante entre solo-agua corrigido pela matéria organica do solo. No presente

trabalho, o K, foi estimado pela equacéo (Chiou, 2003):

_Kgq

K =
foc (Equacéo 17)

oc

onde: Kq = (L.g™);
Koc = coeficiente de particdo normalizado pelo carbono organico (L.g™);

foc = frac@io de carbono organico no solo (g substancia orgénica/g solo seco).

Como a M.O. é composta de cerca de 58% de C,q (EMBRAPA, 1997), ha a possibilidade de
calcular a constante K, através da equacgédo abaixo descrita (Vieira et al., 1999; OECD TG 106, 2001;
Allen-King et al., 2002):

K
K =—d

oC  oC
org

100 (Equacao 18)

O coeficiente de particdo octanol-agua, Koy, € outro importante coeficiente para a mobilidade
do composto no solo. O K., é definido como a relacdo da concentracdo em equilibrio de um
contaminante organico na fase octanol em relacdo a concentracdo do contaminante na fase aquosa
(D"Agostinho & Flues, 2006).

O valor de K., pode ser usado para estimar o comportamento de compostos organicos
hidrofobicos que néo interagem eletricamente com a superficie do solo, € uma medida que define a
hidrofobicidade de um composto organico. Quanto maior o valor desse coeficiente, maior a tendéncia
do contaminante ser dissolvido em liquidos organicos do que em agua (Gustafson et al., 1997). O Kqy,
também é um coeficiente muito Util para previsao de outros parametros como K, quando este nao se

encontra disponivel na literatura.

CHAGAS-SPINELLI, A.C.O. Biorremediacéo... , 2007.



73

Pode-se obter o indice Ky, dividindo-se a sua concentracédo na fase octanol (mg.L'l) por sua
concentracdo na fase aquosa (mg.L'l). Ou, como 0 Ky (L.kg'l) esta fortemente correlacionado com

Kow (@dimensional), pode ser expresso através da relagdo linear expressa pela equacéo:

LogK, = alogK,, + b (Equacéo 19)

Onde a e b sdo duas constantes, relacionada com os compostos e tipo de matéria organica
sobre o solo.

O coeficiente de distribuicdo, Ky, foi estimado ndo experimentalmente por meio dos valores de
Ko citados para naftaleno em solo do Soil Organic Carbon (Koc) / Water (Kow) Partition Coefficients
(USEPA, 2004a).

4.4 AVALIACAO DA TOXICIDADE DO SOLO DURANTE OS TRATAMENTOS DE
REMEDIACAO

Durante o procedimento de remediacdo foram realizados testes que avaliaram o nivel de
toxicidade em diferentes intervalos dos tratamentos (3°, 45° e 129° dias de incubacao). Esses testes
foram realizados com o copépodo harpacticoide Tisbe biminiensis, escolhido em funcéo da facilidade
de acesso, pois esse organismo vem sendo cultivado desde 1998 no Laboratério de Cultivo e
Ecotoxicologia (LACE) do Departamento de Oceanografia da UFPE, e por ser uma espécie bentbnica
tropical que vem sendo testada com resultados satisfatorios em areas contaminadas por
petroderivados em Pernambuco.

Ressalta-se, no entanto, que como esta € uma espécie essencialmente marinha, foram
realizados experimentos-piloto para confirmar que uma matriz ndo marinha néo interferiria em
nenhum aspecto do ciclo de vida do Tisbe biminiensis. Para isto, dois tratamentos foram utilizados,
um com sedimento controle, este proveniente do estuario do Rio Maracaipe, e 0 outro com o solo do
presente estudo antes da contaminagcdo com 6leo diesel, cada um contendo 5 réplicas, seguindo a

metodologia descrita na sequéncia.
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4.4.1 Procedimentos para execucao do teste de toxicidade do solo

Copépodos harpacticoide Tisbe biminiensis sdo mantidos em recipientes de polietileno com
agua do mar filtrada, salinidade de 34 + 2%., temperatura de 26 = 1°C, fotoperiodo de 12/12h
claro/escuro e alimentados com microalgas (Thalassiosira fluviatilis) e racdo para peixes de aquario.

A metodologia empregada para avaliacdo da toxicidade do solo foi de acordo com Araujo-
Castro et al. (2006a), com algumas modificacbes, uma vez que 0 solo apresentava-se seco e
desagregado no momento do bioensaio. Desta forma, cerca de 2 g de solo seco foram adicionados
em cada recipiente e adicionado 20 ml de suspensédo de diatomacea (Thalassiosira fluviatilis) a uma
concentracdo de 0,2 ug Chl-a.mL™ (clorofila a). O sedimento controle foi coletado nos primeiros 5 cm
de profundidade do estuéario do Rio Maracaipe, evitando assim a parte do sedimento ndo oxigenada.

No laboratério, o sedimento controle foi peneirado por malha de 0,063 mm, para reduzir a
interferéncia da fracdo arenosa e aproximar da textura do solo estudado, e foram distribuidos nos
recipientes controles, recebendo o mesmo tratamento do solo em teste. Os recipientes
permaneceram em estufa incubadora a 25°C e fotoperiodo de 12/12 claro/escuro por um periodo de
24 h antes da adicdo de 10 fémeas ovadas. A idade das fémeas utilizadas nos testes foi controlada (+
11 dias), uma vez que a producao de descendentes tende a cair com o envelhecimento da fémea
(Pinto et al., 2001).

A duracédo do teste foi de 7 dias, com adicdo de substrato a cada 2 dias para que nao
ocorresse falta de alimento durante o experimento. No final do experimento, todo o contelido dos
recipientes foram fixados com formol a 4% e corados com Rosa de Bengala para determinacdo dos
efeitos letal (mortalidade das fémeas adultas ndo coradas ou desaparecidas) e sub-letal (producéo de
nauplios, copepoditos e a fecundidade total).

A confirmacao da néo interferéncia do solo em nenhum aspecto do ciclo de vida do copépodo
tomou como base os seguintes critérios da ISO 14669 (1999): (i) concentracdo de oxigénio dissolvido
no final do teste deveria ser igual ou maior que 4 mg/L; (ii) porcentagem de mortalidade no controle
deve ser menor ou igual que 10%; (iii) toxicidade da referéncia deve estar dentro da faixa especifica
para a espécie em estudo. Outros parametros também foram avaliados do solo em relagdo ao
controle, como salinidade e pH, bem como testadas a sua interferéncia nos niveis de sobrevivéncia
através de testes de correlacao.

Obedecidos a esses critérios, os testes toxicoldgicos com solo contaminado foram realizados
no 3°, 73° e 129° dia com solo proveniente dos tratamentos LF, BE, BEBA e um controle (sedimento
de Maracaipe-PE), cada um contendo 5 réplicas. A escolha por esses intervalos de tempo se deu por
representarem aproximadamente o inicio, meio e fim do periodo total de experimentacdo (129 dias).

Os efeitos observados foram sobrevivéncia (efeito letal), nimero de nauplios e copepoditos,
ao final dos 7 dias de experimento, e também a fecundidade (nauplios + copepoditos), estes Ultimos

como efeitos sub-letais.
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4.5 TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS EXPERIMENTAIS

A avaliacdo estatistica dos dados foi feita por Analise de Variancia (ANOVA) e através do
teste de Tukey, ambos adotando que os resultados se mostravam significativamente diferentes
quando p < 0,05 (nivel de significancia de 95%).

Quando os dados nao obedeciam aos pré-requisitos necessarios para a analise de variancia,

o0 teste nao-paramétrico Kuskall Wallis foi utilizado.
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CAPITULO 5.
RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados e discussfes, da presente pesquisa, estdo apresentados inicialmente a partir
de uma caracterizacao fisico-quimica e microbioldgica do solo antes da contaminagdo com Oleo
diesel e as altera¢gBes decorrentes dessa contaminacdo, bem como, a definicdo dos procedimentos
necessarios para o desenvolvimento dos tratamentos de remediacao propostos (CT, BE e BEBA).

Na seqiiéncia, a eficiéncia dos tratamentos € avaliada através dos niveis de remocao de O&G
e de HPAs provenientes da contaminacéo. A capacidade sortiva do solo, nos diferentes tratamentos,
também é investigada em distintos momentos da incubacéo, além dos niveis de toxicidade letal e

sub-letal alcancados.

5.1 CARACTERIZACOES FiSICO-QUIMICAS E MICROBIOLOGICAS DO SOLO E
QUIMICA DO OLEO DIESEL

5.1.1 Caracterizacao fisico-quimica do solo

A Tabela 19 apresenta as principais caracteristicas pedoldgicas e outros parametros
descritivos da area na qual o solo utilizado na presente pesquisa foi coletado. Uma descricdo mais

ampla esta apresentada no Anexo 1.
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Tabela 19. Descricao pedoldgica e caracteristicas gerais do solo estudado.

PARAMETROS LEVANTADOS

CARACTERISTICAS

Classificagao

PODZOLICO VERMELHO-AMARELO Tb (ARGISSOLO)
Alico a moderado

Textura argilosa

Fase floresta tropical subperenifélia

Relevo forte ondulado.

Localizagdo, municipio, estado

Usina N. Sra. Auxiliadora. Margem direita da BR 232 (no
sentido Recife/Caruaru) a altura do Km 22. Municipio de
Moreno (PE).

Situacdo, declive e cobertura vegetal sobre o perfil

Trincheira situada em terco médio de encosta com 20%
de declividade, sob vegetacéo florestal.

Litologia e idade

Gnaisses e migmatitos. Pré-cambriano.

Material originario

Saprdlito das rochas supracitadas.

Pedregosidade

Nao pedregoso.

Rochosidade

Nao rochoso.

Relevo local

Forte ondulado.

Relevo regional

Forte ondulado, formado por eleva¢des com declives de
20-25% , vertentes convexas e vales em V e de fundo
chato.

Eroséao

N&o aparente.

Drenagem

Moderadamente drenado.

Vegetacao primaria

Floresta tropical subperenifélia.

Uso atual Floresta tropical subperenifélia raleada pela retirada de
algumas espécies.
Clima As’ da classificagdo de Koppen — Clima Tropical (chuvas
no inverno).
3dTh da classificacdo de Gauseen — Mediterrraneo
guente ou Mediterrdneo sub-seco, sub-regido
termoxerocménica, caracterizando-se  por
apresentar estacdo seca, curta de 1 a 3
meses. Indice xerotérmico variando entre 0 e
40.
Coletado Junho/2005

O solo estudado foi descrito como um solo Podzélico Vermelho-Amarelo Th (Argissolo). Este

tipo de solo ocorre em

relevo predominantemente plano ou suavemente ondulado e

morfologicamente apresenta cor amarelada homogénea em profundidade, podendo apresentar

textura média ou argilosa ou muito argilosa (Prado, 1995).
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Tende a ser profundo, poroso ou muito poroso e se for eutréfico, ha condicdes adequadas
para um bom desenvolvimento radicular em profundidade. Quando alico, ou distrofico, ou &crico,
apresenta limitacBes de ordem quimica em profundidade, que restringem o desenvolvimento do
sistema radicular. Em geral apresenta baixa quantidade de agua disponivel. Em condi¢des naturais
os teores de fésforo (P) sdo baixos. Outra limitacdo refere-se a compactacdo ndo sé se a textura for
argilosa ou muito argilosa, mas também se a textura for média, especialmente se o teor de areia fina
for alto (Prado, 1995).

A Tabela 20 apresenta as caracteristicas fisicas do solo estudado. A proporgéo
granulométrica apresentada foi de 38% de areia, 17% de silte e 45% de argila, desse modo, sendo
caracterizado como de textura ou granulometria argilosa (35% < Argila < 60%) (Tabelas 6 e 20). Essa
textura tem aspectos relevantes que interferem nas atividades quimica e microbiolégica do solo,

como discutido abaixo.

Tabela 20. Caracterizagao fisica do solo estudado antes e apds a contaminacdo com 6leo diesel.

PARAMETROS SOLO IN NATURA

Global 1,21
Densidade (g.cm™) Particula 2,56

Areia 38,2
Granulometria (%) Silte 17,0

Argila 44,8
Porosidade total (%) 52,73
Relacéo silte/argila - 0,38
Textura do solo - Solo Argiloso
Capacidade de campo (CC) (%) 28,48 (32,84%)*
Condutividade hidraulica (cm.s™) 2,0x107°

NOTA: (*) - parametro avaliado ap6s a contaminacao do solo com 6éleo diesel.

O solo argiloso, objeto do presente estudo, de maneira geral, tem particulas que se
diferenciam da areia e silte ndo apenas pelo tamanho, mas por serem formadas a partir do
intemperismo quimico das rochas ou do préprio solo e da recombinacéo de seus ions. Desse modo, a
fracdo argilosa tende a ter uma alta atividade quimica, sendo capaz de reter 4gua em sua superficie,
além de certos nutrientes (Semple et al., 2001) e contaminantes. Entretanto, o comportamento do
solo é muito complexo e dependente da composicdo mineralégica e organica de sua matriz.

A andlise da amostra de solo por difratograma de Raios-X (DRX) permitem a identificacdo dos
minerais presentes e também, até certo ponto, avalia sua proporcao. O resultado da difracao originam
diagramas que diferem de mineral para mineral, dependendo das caracteristicas e do espacamento
basal entre as camadas dos argilominerais e de outros minerais de um modo geral. A andlise por

DRX do solo estudado identificou a caulinita como o argilomineral caracteristico (Anexo 2), mineral
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bastante representativo dos argissolos (EMBRAPA, 1999).

Como observado na Tabela 4, de maneira geral, um solo argiloso com predominio de
caulinita, apresenta baixa capacidade de reter nutrientes, agua, etc., sugerindo uma reduzida
capacidade sortiva desse solo. Isso decorre especialmente de sua baixa capacidade de troca
catibnica (CTC). A caulinita apresenta a menor capacidade de troca dentre os argilominerais (3-15
cmol..dm™), em funcao do seu arranjo estrutural (Si:Al, 1:1).

A capacidade de campo (CC), parametro que corresponde a quantidade maxima de agua que
um solo pode reter em condigGes normais ou o limite maximo de disponibilidade de agua presente no
solo para as plantas e microrganismos, foi de 28,5% para o solo antes da contaminacéo, e de 32,8%,
apos a contaminacdo (Tabela 20). De acordo com Trindade (2002), para crescimento favoravel da
microbiota, a umidade do solo deve estar em torno dos 50% de sua CC e, baseado nos dados
experimentais obtidos, durante os tratamentos de remediacdo tal correcao foi efetuada a fim de
manter essa proporcao (secéo 4.2.1).

A Tabela 21 traz a caracteriza¢@o quimica do solo estudado.

Tabela 21. Caracterizagdo quimica do solo estudado antes e apds a contaminacéo com 6leo diesel.

SOLO IN NATURA SOLO POS-CONTAMINACAO
PARAMETROS COM OLEO DIESEL
Complexo Sortivo ca*" 0,03 0,03
(cmolc.dm™) Mg 0,22 0,23
Na* 0,06 0,05
K" 0,15 0,14
AP 0,90 0,90
H+ Al 2,21 1,88
SB 0,45 0,45
CTC 1,36 1,35
pH (H20) 4.4 4.4
Nutrientes Corg 9,77 48,0
(9.kg™) M.O. 16,85 82,8
N 0,13 0,18
Nutrientes
(mg.kg™) P 0,51 0,51

NOTA: SB — soma das bases; CTC — capacidade de troca catiénica.

De acordo com os resultados observados (Tabela 21), a CTC do solo estudado apresentou
muito baixa atividade (EMBRAPA, 1999). O valor da CTC efetiva foi de 1,35 cmol..dm™, portanto,
mais baixa do que o esperado para solos argilosos que estaria entre 3 e 15 cmol..dm™ (Tabela 6).
Esse resultado reflete que, sob condicSes naturais &cidas, o solo estudado apresenta baixa
capacidade de reter céations. A equacao 20 descreve o célculo efetuado para obtencdo da CTC

efetiva antes e apds a contaminagdo com 6leo diesel (pH 4,4).
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CTC efetiva = SB + Al
= (Ca*" + Mg* + Na* + K*) + AI*' (Equacéo 20)
= 1,36 cmolc.dm™ (solo in natura)

= 1,35 cmolc.dm™ (solo com diesel)

A baixa atividade do argissolo estudado é novamente confirmada pelo valor da CTC
alcancada em pH 7,0. Esta atingiu apenas 2,66 cmol.dm™, apesar de em termos relativos, isto
representar um aumento de 50,8%. Isso significa que mesmo corrigindo o solo ao pH ideal, a CTC
ainda é baixa e poucos sitios estariam em abertos para efetuar trocas. Esses resultados estao

apresentados na Equacéo 21.

CTCapH 7,0 =SB+ (H + Al)
= 0,45+ 1,88

= 2,66 cmol..dm™ (solo in natura)

(Equacéo 21)

= 2,33 cmol..dm™ (solo com diesel)

Essa caracteristica decorre do grau de intemperismo que € comum nos solos das regides
tropicais brasileiras, inclusive do estado de Pernambuco. Altas concentracdes de argilas de baixa
atividade nos solos, como a caulinita, resultam em CTC semelhante a de solos arenosos. A baixa
CTC efetiva marca o potencial de perdas por lixiviagdo de nutrientes, sob condic6es naturais,
dificultando o desenvolvimento da microbiota nativa e reduzindo também a capacidade selante do
solo. Solos com CTC de 1 a 5 cmol..dm™ tendem a apresentar um baixo teor de nitrogénio (N) e de
fésforo (P) (Lopes & Guilherme, 1992).

Os valores dos nutrientes, para o solo em estudo, estiveram de acordo com o esperado, ou
seja, com baixos niveis de N e P (Tabela 21). A relagdo de carbono, nitrogénio e fésforo, C:N:P,
apresentou-se em torno de 100:1,3:0,005, bem abaixo da relacdo adequada para o desenvolvimento
da microbiota nativa (100:10:1) (USEPA, 1996b). Com a introdugéo do 6leo diesel, ou seja, uma nova
fonte de carbono, a proporc¢éo alterou-se para 100:0,4:0,001. Desse modo, para o tratamento do solo
contaminado com 6leo diesel, por meio da acdo catabdlica dos microrganismos, houve a necessidade
do acréscimo desses nutrientes no solo.

O percentual de C,y do solo, antes e ap6s a contaminacédo, foi de 0,98% e 4,8%,
respectivamente (Tabela 21). Esse percentual esta em consonancia com o encontrado na literatura,
uma vez que representa 58% da M.O. presente, ou seja, proximo aos 60% esperado (EMBRAPA,
1999; Hillel, 1980 apud Gustafson et al., 1997). Ressalta-se, no entanto, que o percentual de M.O.,

gue tem alto poder adsorvente, aumentou consideravelmente seu teor apés a contaminacgao do solo
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com Oleo diesel, o que pode modificar de maneira significativa a relagdo do solo com os
contaminantes, especialmente aqueles orgéanicos hidrofébicos, como no caso dos HPAs, melhor
discutidos na secao 5.2.2.3.

O pH do solo estudado se mostrou &cido (4,4), como o esperado para um argissolo, o que
pode restringir o aumento no numero de microrganismos, especialmente, bactérias, durante a
execucao dos tratamentos de biorremediacdo propostos. Esse parametro exigiu a correcdo do solo
em estudo, com pH préximo a neutralidade.

As propriedades fisicas do solo que mais influenciam no comportamento dos combustiveis
liquidos, quando presentes, sdo: a porosidade, a condutividade hidraulica e a heterogeneidade da
prépria matriz. A porosidade e a condutividade hidraulica podem variar dentro do mesmo solo e, em
grande escala, essas diferencas podem influenciar no transporte multifasico de hidrocarbonetos
(Guiguer, 2000).

A porosidade de um solo é a relagdo entre o volume de espac¢os vazios e o seu volume total.
No solo em estudo, a porosidade encontrada foi de 52,7%, portanto, esperada para solos argilosos
(Tabelas 20 e 22) (Guiguer, 2000). No entanto, apesar de apresentarem uma porosidade total grande,
€ de se esperar que solos argilosos e alguns solos organicos geralmente apresentem vazios
intergranulares menores e, portanto, porosidades efetivas menores quando comparados a solos com
maior granulometria. Essa caracteristica pode ser avaliada através da condutividade hidraulica do

solo.

Tabela 22. Variacédo da porosidade de acordo com o tipo de solo.

TIPOS DE SOLOS VARIACAO DA POROSIDADE
Areia ou cascalho 25 a 40%
Areia e cascalho misturados 25 a 35%
Argila 33 a 60%

FONTE: Guiguer (2000).

A condutividade hidraulica € uma medida da habilidade do solo em transportar fluido
(permeabilidade), mas depende especialmente das propriedades do fluido em consideragdo. E
também um parametro influenciado pelas caracteristicas do meio poroso. No caso dos solos ricos na
fracdo argila, estas tendem a apresentar baixa condutividade, uma vez que apresentam pouca
facilidade de permeagéo para liquidos ou vapores (Guiguer, 2000; Borges, 2001).

A porosidade e a permeabilidade explicam por que a fracdo argila é utilizada tanto como
selante natural para contencdo de fluido em casos de derrame, como na protecdo de tanques

subterraneos em postos de combustiveis ou em aterros de refinarias. No entanto, também é por esse
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mesmo motivo, dificuldade na mobilidade de liquidos e de nutrientes, que pode haver certa restricao
no crescimento da microbiota. E, ainda vale ressaltar, que a maior ou menor eficiéncia na capacidade
selante do solo depende das proporcées entre os argilominerais presentes.

A condutividade hidraulica, para o solo estudado (Tabela 20), por exemplo, apresentou-se
relativamente alta (2,0x10° cm.s™) similar ao esperado para areia siltosa ou fina. A explicacdo para
esse resultado esta atrelada a alguns pardmetros quimicos como baixos indices de CTC e em funcao
do tipo de argilomineral presente. Como citado, a caulinita apresenta os menores niveis de CTC e,
consequentemente, capacidade de reter compostos.

Foi realizada também a avaliacdo dos niveis de 6leos e graxas (O&G) no solo dito in natura,
ou seja, antes da contaminacdo com Oleo diesel, como um dos indicativos da presenca de
petroderivados. O resultado apresentado se mostrou dentro do esperado, 10,6 g.kg™ ou 1,06% de
0&G (Tabela 23), em fungéo das altas concentragdes de C,q (0,98%) e M.O. (1,69%) encontrados no
solo mesmo antes da contaminacdo com o petroderivado (Tabela 21). Assim, a concentracdo de
0O&G encontrada no solo in natura provavelmente se refere a composicéo organica natural do solo em
estudo. ApOs a contaminacgéao, por sua vez, o nivel de O&G tornou-se quatro vezes maior (40,7 g.kg'1
ou 4,07% de O&G).

Tabela 23. Quantificacéo dos 6leos e graxas no solo antes e pds-contaminagdo com 6leo diesel.

PARAMETRO SOLO IN NATURA SOLO POS-CONTAMINACAO
(g 6leo / g solo) (g 6leo / g solo)
Oleos e graxas 10,6 g.kg™ 40,7 g.kg™
(1,06%) (4,07%)

Observa-se, portanto, que o solo estudado é um argissolo, tendo a caulinita como
argilomineral caracteristico. Os baixos valores de CTC observados indicam uma baixa atividade e,
possivelmente, uma pequena capacidade de reter nutrientes. Esses resultados podem sugerir
também uma alta disponibilidade do contaminante para a degradacdo, uma vez que, a capacidade de
sorcdo do solo em condi¢cdes naturais é baixa. No entanto, deve ser considerado que uma série de
fatores esta relacionada dentro do processo degradativo, sendo eles, a natureza do solo, o tipo de
contaminante presente, a microbiota, os intermediarios produzidos, e as alteracdes resultantes na

propria matriz.
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5.1.2 Caracterizacdo quimica do éleo diesel

Outro dado significativo quando se trata de biorremediagdo é o tipo de contaminante
presente, incluindo suas caracteristicas fisico-quimicas e ecolégicas.

O ¢6leo diesel do presente estudo foi do tipo B. Esse tipo de 6leo diesel, em sua composicéo,
tem como caracteristicas basicas hidrocarbonetos parafinicos, nafténicos, aromaticos (10 — 40%, v/v)
e um teor de enxofre de no maximo 0,5% (p/p). Os compostos nitrogenados e oxigenados sao
considerados impurezas e ha também a presenca de aditivos (PETROBRAS, 2003). A caracterizagao

fisico-quimica do oleo diesel estudado esta apresentada na Tabela 24.

Tabela 24. Caracterizacao fisico-quimica do 6leo diesel.

PARAMETRO METODO ESPECIFICACAO RESULTADO
Estado fisico VIS 000 PASS PASS - limpido e isento de
impurezas
Cor NBR - 14483/ D 1500 3,0 max. L 3,0
Densidade NBR - 7974 0,82 a 0,88 0,84 g.cm'3
Massa especifica a 20°C D 1298 820,0 a 865,0 840,2 kg.m'3
Viscosidade cinemética a 40°C | NBR — 10441/ D 445 2,500 a 5,500 3,700 cSt
Teor de enxofre D 4294 0,20 max. 0,130 % massa
Ponto de fulgor NBR — 7974/ D 93 38,0 min. 56,5°C

FONTE: TRANSPETRO/Laboratério Suape.

5.1.3 Niveis de metais pesados no solo

Os metais pesados representam um grupo de poluentes de grande importancia ecologica e
ambiental, visto que podem influenciar a comunidade microbiana, reduzindo a abundancia e a
diversidade das populagbes na comunidade, e conseqientemente, interferindo nos processos
microbiolégicos do solo.

No presente estudo, foi realizada uma varredura dos metais presentes no solo, tanto naquele
em condi¢des naturais (background), quanto naquele apds contaminagao com 6leo diesel. O objetivo
foi avaliar os niveis dos metais pesados no solo, com e sem contamina¢cdo, e 0S riscos para 0s
microrganismos e, conseqlentemente, para 0 sucesso dos biotratamentos. Os dados estédo
apresentados na Tabela 25 e, como ndo representa o objetivo principal da presente pesquisa, estdo
discutidos brevemente aqueles que apresentaram aumento expressivo em seus teores no solo

estudado apdés a contaminagédo com 6leo diesel.
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Tabela 25. Concentragéo de metais (mg.kg'1 de solo) no solo antes e apds a contaminagao por 6leo diesel.

METAIS SOLO NAQ CONTAMINADO SOLO CONTAMINADO
COM OLEO DIESEL COM OLEO DIESEL
Ba 4,2 6,9
Cr 16 18
Cu 6,5 6,6
Mo <1 1,6
Ni 1,1 2,4
Pb 20 297
Sb <5 6,7
V 31 29
Zn 6,8 8,2
Zr 3,7 3,7
Ag <1 <1
B <10 <10
Be <1 <1
Bi <10 <10
Cd <1 <1
Co <3 <3
La <10 <10
Li <1 <1
Sc <3 <3
Sn <10 <10
Sr <1 <1
w <10 <10
Y <1 <1

Para avaliacdo dos niveis originais esperados dos metais no solo in natura (background), foi

utilizado um sistema de calculo dos valores de referéncia indicado pela CETESB (2001). Nesse

sistema, os teores naturais de metais € uma funcéo do percentual da fracdo argila e da M.O. do solo.

A Tabela 26 apresenta as equacbes para cada metal e os respectivos valores de referéncia

estimados.

Tabela 26. Calculo dos teores naturais de metais em fungdo das porcentagens de fracao argila (L) e de matéria

orgéanica (H) no solo e os valores de referéncia obtidos (L=44,8% e H =1,68%).

ELEMENTO QUIMICO EQUACAO VALOR DE REFERENCIA ESTIMADOS
(mg:kg™)
Cadmio [0,4+0,007(L+3H) 0,7
Cromo [50+2L] 139,6
Cobre [15+0,6(L+H) 429
Chumbo [50+L+H) 96,5
Zinco [ 50+1,5(2L+H)] 186,9

FONTE: CETESB (2001)
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De acordo com o sistema da CETESB (2001), no solo antes da contaminagéo por 6leo diesel,
0s metais analisados se mostraram abaixo do valor de referéncia, portanto, dentro do nivel de
referéncia atual esperado (Tabela 26).

Com a introducéo do 6leo diesel no solo, houve aumento nos niveis do Ba, Cr, Mo, Ni, Pb, Sb
e Zn, com aumento realmente expressivo apenas para o Pb de 20 para 297 mg.kg™, 15 vezes maior
do que no solo livre de contaminacdo. A Figura 12 ilustra as concentracdes dos metais analisados, no

presente estudo, antes e ap0s a contaminagao com 0leo diesel.
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Figura 12. Concentragcdo em mg.kg’1 de alguns metais tragos antes e apds a contaminagao com 6leo diesel.

A contaminagdo por petroderivados, teoricamente, ndo deveria causar aumento nos niveis
metdlicos da matriz, uma vez que, ap6s a destilagdo do petréleo, os metais devem ter sua
concentracdo reduzida ou anulada. No entanto, a presenca de aditivos nos combustiveis tende a
introduzir alguns metais, geralmente estando presentes o Pb, Ba, Ca, além de possiveis resquicios
do 6leo original (Dias, 2005). Desse modo, a presenca de Pb, no solo estudado, provavelmente, é
decorrente da contaminacgéo por 6leo diesel.

O Pb é considerado dentre os metais o0 menos movel. Normalmente, seus teores sao
provenientes da rocha de origem ou, como citado, no caso de contaminacdo por petroderivados.
Além disso, o tipo de solo também pode interferir em sua concentracédo. Altas concentracdes de M.O.
presentes podem lhe servir como importante sorvente na matriz contaminada e com a elevagcédo do
pH pode causar a precipitacdo e a formacdo de complexos orgénicos, aumentando entdo sua

retencdo (Picarelli, 2003).
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Riis et al. (2002) observaram que a presenca de Pb em concentracdes também significativas
(235 mg.L'l) em solo argiloso contaminado por 6leo diesel, ndo impediram a degradagdo do 6leo na
matriz estudada pela microbiota autéctone. A ordem de toxicidade para a microbiota encontrada por
esses autores foi de Hg > Cr (IV) > Cu > Cd > Ni > Pb > Zn, portanto, o Pb representando os mais
baixos riscos tdxicos.

Pesquisas sugerem que o baixo efeito téxico desses metais pode estar atrelado a reducao de
sua biodisponbilidade associada a fracdo organica do solo. A adigdo de incrementos necessarios
para o processo de biorremediacéo (nutrientes, correcdo do pH, etc.), observada em alguns estudos,
promoveu uma reducao significativa da disponibilidade de alguns metais pesados uma vez que esses
procedimentos tenderam a aumentar a ligacdo com a matriz do solo, por adsorcéo ou troca catidnica,
ou mesmo em funcéo da complexacdo destes compostos (Eriksson et al., 2002; Riis et al., 2002).

Smreczak et al. (1999) também encontraram efeitos inexpressivos na degradacéo de HPAs
depois do acréscimo no solo de altas concentra¢des de Zn (1000 mg.kg™), Pb (500 mg.kg™) e Cd (3
mgk.g'l). Segundo esses autores, 0s niveis de degradagdo dos poliaromaticos cairam de 88% para
apenas 77% depois de 60 dias da introducdo dos metais, sugerindo o efeito reduzido dos metais para
0s microrganismos degradadores de HPAs.

Desse modo, de acordo com os resultados obtidos, os niveis de metais encontrados no solo,
ap6s a contaminacdo com 6leo diesel, ndo indicam comprometimento da atuacdo dos

microrganismos e, conseqientemente, dos processos de biorremediacao propostos.

5.1.4 Caracterizacdo microbiolégica do solo

Os microrganismos que existem nos solos incluem todos os 5 maiores grupos: bactérias,
fungos, algas e protozoarios, sendo as bactérias o grupo mais dominante. As concentracfes desses
grupos dependem do tipo de solo, do seu teor de umidade e da concentracdo de matéria organica
(Zytner, 2002).

Analises iniciais do solo sobre a quantidade de microrganismos heterotroficos totais e
degradadores de HCs podem dar informac6es importantes da atividade do solo e da extensdo em
gue 0s microrganismos autoctones tém sido aclimatados nas condig8es locais. Os resultados podem
indicar se o0 solo contém uma populagdo saudavel capaz de dar suporte a biorremediacédo e, o
monitoramento, durante a biorremediacdo do solo, é uma importante ferramenta para sugerir
mudancas e discernir a atividade microbiana na degradacdo dos HCs. Uma forte correlacdo entre as
quantidades de microrganismos e a degradacdo de compostos organicos tem sido relatada (Song &
Bartha, 1990).

Ensaios preliminares foram realizados para investigagao da abundancia das bactérias e dos
fungos presentes no solo estudado. Os resultados estdo descritos na Tabela 27. Esses ensaios foram

realizados no solo in natura, ou seja, antes da contaminacdo com o 6leo diesel.
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Tabela 27. Quantificagdo dos microrganismos heterotréficos totais (UFC.g'l de solo) do solo argiloso em estudo.

DILUICOES BACTERIAS FUNGOS
10° 1,3x10° 2,0x 10°
10* 2,1x10° 1,4x10°
10° 2,0x10° 3,3x10°
102 3,4x10° 9,3 x 102

NOTA: UFC — Unidades Formadoras de Coldnias

Em ecossistemas naturais, a diversidade e o nimero de microrganismos apresentam
oscilacdes que podem ser decorrentes de alteracBes ambientais e mesmo em funcdo do método de
contagem adotado (Cardoso, 1992).

Em solos argilosos e livres de contaminacéo no Brasil, 0 nimero de bactérias encontradas
variam de 10°a 10’ UFC.g'1 de solo (Borges, 2001). No caso de heterotroficos totais, para o0 mesmo
tipo de solo, pode alcancar cerca de 10° UFC.g'1 de solo (Trindade, 2002). No solo em estudo,
utilizando-se o0 mesmo procedimento de quantificagdo adotado para os dados supracitados, foram
encontrados para bactérias 10° UFC.g™" de solo e para fungos, 10° UFC.g™" de solo (Tabela 27).
Desse modo, de maneira geral, 0 solo da presente pesquisa, apresentou-se bem povoado tanto por
bactérias quanto por fungos.

Em uma segunda etapa, do presente estudo, foi promovida a contaminacdo do solo estudado
com diesel por 30 dias, tendo como o proposito a adaptacdo da microbiota autéctone e a selecdo da
microbiota hidrocarbonoclasticas, ou seja, apta a degradar hidrocarbonetos (Santo, 2002). Nesse
estagio, buscou-se identificar as bactérias e os fungos encontrados no solo sob o efeito da
contaminacdo com Oleo diesel, com o intuito de avaliar o potencial de biodegradacao do solo. As
espécies encontradas de bactérias e fungos presentes estdo listadas nas Tabelas 28 e 29,
respectivamente.
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Tabela 28. Espécies de bactérias presentes no solo estudado (solo contaminado com 6éleo diesel apés 30 dias)

com os seus respectivos indices de similaridade.

ESPECIES DE BACTERIAS

Acinetobacter calcoaceticus (0.474)

Arthrobacter mysorens (0.673) ou Paenibacillus macquariensis (0.639)

Bacillus cereus GC subgrupo A (0.349) ou Bacillus cereus GC subgrupo B (0.300) ou Bacillus thuringiensis
kurstakii (0.288)

Bacillus-cereus GC subgrupo A (0.379) ou Bacillus cereus GC subgrupo B (0.305)

Bacillus megaterium GC subgrupo A (0.453) ou Brevibacillus agri/borstelensis (0.380)

Bacillus mycoides GC subgrupo B (Bacillus cereus group) (0.337) ou Bacillus cereus GC subgrupo A (0.263)
Bacillus-mycoides GC subgrupo B (Bacillus cereus group) (0.341)

Bacillus sphaericus GC subgrupo A (0.647)

Bacillus subtilis (0.494)

Paenibacillus macerans (Bacillus) (0.424) ou Bacillus coagulans (0.411) ou Bacillus subtilis (0.389) ou Bacillus
megaterium GC subgrupo A (0.329)

Pseudomonas stutzeri (P. perfectomarina) (0.802)

Pseudomonas stutzeri (P. perfectomarina) (0.852)

Staphylococcus epidermidis GC subgrupo C (0.776)

Staphylococcus-gallinarum-GC subgrupo A (0.418)

Staphylococcus simulans GC subgrupo A (0.446) ou Staphylococcus-arlettae-GC subgrupo B (0.442) ou
Staphylococcus cohnii cohnii GC subgrupo A (0.384)

Staphylococcus simulans GC subgrupo A (0.628) ou Staphylococcus cohni cohnii GC subgrupo A (0.542)
Streptococcus bovis (0.445)

Tabela 29. Espécies de fungos presentes no solo estudado (solo contaminado com 6leo diesel apés 30 dias).

ESPECIES DE FUNGOS

Aspergillus oryzae (Ahlburg) Cohn

Aspergillus parasiticus Speare

Eupenicillium brefeldianum (Dodge) Stolk & Scott
Eupenicillium shearii Stolk & Scott

Paecilomyces variotti Bainier

Penicillium corylophilum Dierckx

Penicillium crustosum Thom

Penicillium janthinellum Biourge

Penicillium simplicissimum (Oudem.) Thom
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Na literatura, a maioria dos projetos de biorremediagcdo de areas contaminadas com
hidrocarbonetos de petroleo tem se desenvolvido em climas temperados e, portanto, as tecnologias
sdo adaptadas para esse tipo de clima. No entanto, as investigacdes sobre o potencial de
biorremediac&o em areas tropicais tém rendido resultados favoraveis e tém demonstrado similaridade
entre as espécies degradadoras (Schroeder et al., 1999). Desse modo, € possivel comparar os
resultados encontrados, no presente trabalho, com o levantamento de espécies hidrocarbonoclasticas
encontradas no mundo.

Um dos primeiros estudos em areas tropicais foi realizado no Havai (1994), onde foi
investigada a habilidade de microrganismos nativos para degradar hidrocarbonetos de petroleo.
Nesse estudo, foram isoladas varias cepas de bactérias olecfilicas, incluindo Pseudomonas
aeruginosa, P. oleovorans, P. fluorescens e espécies de Acinetobacter e de Flavobacterium. Esses
sdo os mesmos géneros conhecidos por sua habilidade de degradar hidrocarbonetos em climas
temperados e capazes de degradar, em condi¢cbes de clima quente, varios hidrocarbonetos alifaticos
e aromaticos, inclusive estimulados pela adicdo de fertilizantes e de 6leo diesel como fonte de
carbono, estratégia esta que ocasionou, consideravelmente, o0 aumento da populagéo oleofilica e da
atividade bacteriana (Robert & Israel, 1994).

De acordo com resultados encontrados no presente estudo, os géneros presentes de
bactérias e os fungos dao indicios do potencial satisfatério do solo em promover a degradacéo de
hidrocarbonetos provenientes de petroderivados, inclusive remo¢édo dos HPAs (Bento et al., 2003;
Gestel et al., 2003).

Segundo estudos, os géneros de fungos Aspergillus e Penicillium, encontrados no solo da
presente pesquisa, sdo conhecidos como eximios degradadores de 6leo cru e refinado e, inclusive,
este Ultimo é capaz de degradar o criseno e o0 benzo(a)pireno, poliaromaticos de 4 e 5 anéis
benzénicos, respectivamente (Cerniglia, 1984 e 1992). Tem sido indicado também o género
Paecilomyces como com certa capacidade de degradar diesel (Gestel et al., 2003).

Entre os principais géneros de bactérias degradadoras de 6leo diesel, citados pela literatura,
estdo o Bacillus, Pseudomonas e Acinetobacter. Entre estes, as espécies Acinetobacter-
calcoaceticus, Bacillus cereus, Bacillus-megaterium, Bacillus sphaericus e Bacillus-subtilis tém sido
identificadas como promissoras na degradacdo de compostos do diesel (Song & Bartha, 1990;
Richard & Vogel, 1999; Schroeder et al., 1999; Bento et al., 2003; Gestel et al., 2003). A espécie
Acinetobacter calcoaceticus tem sido indicada como degradadora de naftaleno (2 anéis aromaticos),
a Arthrobacter sp. como capaz de degradar o antraceno (3 anéis aromaticos), e o Bacillus cereus e a
Pseudomonas sp. com arcabougco metabdlico com potencial de degradar o acenafteno e o
fluoranteno (2 e 3 anéis aromaticos, respectivamente) (Cerniglia, 1992). Todas foram espécies
encontradas no presente estudo.

Durante o periodo de incubacdo dos tratamentos ao longo dos 129 dias neste estudo, os
fungos mais abundantes foram identificados como Aspergillus parasiticus, Eupenicillium shearii,
Paecilomyces variotti e Penicillium simplicissimum, sobressaindo-se em numero em relacdo as
demais espécies em todas as amostragens efetuadas e em especial no 17° dia de incubacédo do

experimento.
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As bactérias que apresentaram maior abundancia foram Bacillus-cereus-GC subgrupo A
(0.379) ou Bacillus-cereus-GC subgrupo B (0.305), Bacillus-mycoides-GC subgrupo B (Bacillus
cereus grupo) (0.341) e Staphylococcus-epidermidis-GC subgrupo C (0.776), especialmente no 10° e

45° dias. A Figura 13 apresenta alguns representantes dos fungos encontrados no solo estudado.

Figura 13. llustracéo de exemplares de fungos presentes no solo argiloso contaminado com éleo diesel.

Desse modo, esses resultados sugerem condicdes favoraveis de degradacdo dos
hidrocarbonetos de petrdleo no solo em estudo, no entanto, vale ressaltar que isso ndo garante o seu
sucesso uma vez que varios fatores estao atrelados.

Um desses aspectos é que a biorremediacdo € uma extensdo do metabolismo microbiano
normal, ou seja, as enzimas biocataliticas dos microrganismos séo exploradas para aumentar a taxa
ou extensédo de destruicdo do poluente. Mas, como tal, ndo operam em um déficit termodinadmico sem
um subsidio de energia apropriada. Assim, microrganismos e suas enzimas ndo podem funcionar
dentro de certos limites fisioldgicos e as condicBes que restringem a vida ou inativam enzimas sao
incompativeis com esforcos de biorremediacao (Karthikeyan & Singh, 2002).

Um outro aspecto a ser considerado é que nenhuma espécie sozinha é capaz de degradar
por inteiro um contaminante complexo. A degradacdo do petréleo e derivados, como o 6leo diesel,
com uma série de hidrocarbonetos recalcitrantes, depende de uma diversidade genética, de uma
versatilidade metabdlica alcancada a partir de um consorcio de microrganismos. O principal
mecanismo usado por esses microrganismos é o cometabolismo e a cooperacdo entre espécies
(Richard & Vogel, 1999; Marchal et al., 2003).

Entretanto, todo esse processo depende também de um contato direto entre os
microrganismos e o contaminante, ou seja, da biodisponibilidade do xenobionte a ser degradado. No

entanto, contaminantes organicos tendem a interagir de diversas maneiras com os constituintes do
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solo, aumentando ou reduzindo a sua disponibilidade e, consequentemente, influenciando no
potencial de biodegradacao (Weissenfels et al., 1992; Amellal et al., 2001).

Outros fatores, inclusive, aqueles dependentes do local em estudo, como condicBes
nutricionais adequadas, fatores abiéticos, baixos indices de toxicidade também s&o fatores essenciais

para o processo biodegradativo e estéo discutidos oportunamente ao longo desse trabalho.

5.2 BIORREMEDIACAO DO SOLO CONTAMINADO

5.2.1 Comportamento dos microrganismos ao longo dos tratamentos

Os resultados encontrados a partir de exames microbiolégicos no decorrer dos dias de
amostragem em estudo estdo apresentados na Tabela 30. Esses resultados descrevem o
comportamento de bactérias e fungos, por meio da quantificacdo dos microrganismos heterotréficos
totais (UFC.g™" de solo) nos diferentes tratamentos adotados Landfarming (LF), Bioestimulo (BE) e
Bioestimulo mais Bioaumento (BEBA) e nos dias 0, 3° 10° 17° 24° 45° 73° 101° e 129° de

incubacéo do experimento.

Tabela 30. Microrganismos quantificados (UFC.g'l de solo) nos tratamentos LF, BE e BEBA nos intervalos 0, 3°,
100, 17°, 24°, 45°, 73°, 101° e 129° dias de incubagdo do experimento.

LANDFARMING BIOESTIMULO BIOESTIMULO + BIOAUMENTO

DIAS
BACTERIAS FUNGOS BACTERIAS FUNGOS BACTERIAS FUNGOS

30 75+25x10° | 40+1,0x10° | 75+0,7x10° | 1,0+0,0x10* | 83+0,0x10° | 1,5+0,7 x 10*
10° | 45+0,2x10° | 40+0,7x10% | 47+08x10° | 7,3+1,5x10* | 1,4+0,1x10° | 1,2+0,1x 10°
17° | 1,1+0,1x10° | 6,0£2,1x10% | 6,0+3,6x10* | 2,5+0,1x10° | 6,4+4,0x10* | 2,4+0,1x10°
24° | 28+1,1x10° | 50+3,1x10° | 3,7+0,4x10° | 1,4+0,2x10° | 2,0+1,7x10° | 4,8+0,4x10°
450 | 32+02x10° | 50+0,7x10° | 3,7+0,1x10" | 1,8+0,3x10° | 3,4+0,1x10° | 1,5+0,3x10°
73° | 32+0,1x10° | 40+0,3x10° | 46+0,1x10° | 1,2+0,2x10° | 1,1+02x10° | 2,0+0,5x 10°
101° | 2,3+0,1x10° | 3,0+0,7x10% | 1,1+0,1x10* 26+0,0x10* | 1,1+0,2x10° | 3,7+0,5x 10*
129° | 1,9+0,4x10° | 30+05x10% | 1,7+0,6x10° | 8,0+1,4x10° | 1,4+02x10° | 1,1+2,1x 10*

NOTA: UFC — Unidade Formadora de Col6nias.
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No entanto, em virtude do niumero de UFCs apresentarem variagdo muito ampla ao longo do

periodo de incubacéo, os dados foram ajustados para log na base 10 e estao analisados desse modo

na seqiiéncia. A Tabela 31 apresenta a diferenca estatistica obtida entre os tratamentos durante o

periodo de incubagéo (Teste de Tukey, p <0,05).

Tabela 31. Microrganismos quantificados (log microrganismos.g'1 de solo) nos tratamentos LF, BE e BEBA nos
intervalos 0, 3°, 10°, 17°, 24°, 45°, 73°, 101° e 129° dias de incubac¢&o do experimento.

LANDFARMING BIOESTIMULO BIOESTIMULO + BIOAUMENTO

DIAS
BACTERIAS FUNGOS BACTERIAS FUNGOS BACTERIAS FUNGOS

30 588+0,2B 3,59+0,1B 588+0,0B 4,00+0,0 AB 6,92+0,0 A 415+0,2 A
10° 565+0,0B 3,54+0,1B 567+0,1B 486+0,1A 6,15+0,0 A 5,06+51A
17° 6,05+0,0 A 3,78+0,1B 4,78+0,3B 539+0,0 A 4,82+0,3B 5,38+0,0 A
240 6,45+0,2 A 3,66+0,3B 6,56 +0,0 A 6,15+0,1 A 530+0,3B 5,68+0,0 A
450 6,50+0,0B 365+0,1B 7,57 +0,0 A 526+0,1A 7,53+0,0A 517+0,1 A
730 6,50+ 0,0 A 3,60+0,0C 6,66 +0,0 A 508+0,1B 6,04+0,1B 528+0,1A
101° | 6,35+0,0 A 3,45+0,1B 404+01C 441+00A 502+0,1B 457+0,1A
129° | 6,29+0,1 A 3,40+0,1B 6,23+0,2 A 3,90+ 0,1A 516+0,1B 405+0,1A

NOTA: Diferentes caracteres (A, B, C) na linha indicam que ha diferenga significativa entre os tratamentos testados para as
bactérias e para os fungos (Teste de Tukey, p < 0,05, n=3).

O tempo zero (dia 0) dos microrganismos presentes no solo foi quantificado, como citado,
imediatamente antes dos incrementos serem adicionados aos tratamentos (LF, BE e BEBA), uma vez
que a umidade decorrente desse procedimento (introducdo de agua deionizada, nutrientes e inéculo)
promoveria uma amostragem ndo segura em fungcdo da compactacdo da matriz (Figura 14). Desse
modo, o solo contaminado com 6leo diesel apresentava no T0: 8,7 + 2,1 x 10° de bactérias (0,93+0,1
log de bactérias.g'l de solo) e 2,5 + 0,3 x 10°de fungos (0,39 £ 0,1 log de fungos.g'l de solo) e, como
se conhecia a nimero de microrganimos acrescentados a BEBA (108 células.mL?; Secdo 4.2.2.2),

permitiu fazer inferéncias sobre 0 aumento dos microrganismos alcancados por esse tratamento.
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Figura 14. Caracteristicas morfologicas do solo estudado: (a) 1° dia ap6s o umedecimento e (b) apds 3° dia de

umedecimento e destorroamento.

De acordo com o teste Andlise de Variancia (p < 0,05), foi possivel observar que o acréscimo
de incrementos (nutrientes e microrganismos) promoveu diferenca significativa no nimero de
bactérias e fungos entre os tratamentos testados. Sendo, de modo geral, os tratamentos BE e BEBA

semelhantes e, ambos, diferentes de LF.

Em cada tratamento estudado, houve também diferenca significativa ao longo do periodo de

incubacdo. Para as bactérias, a diferenca ocorreu em todos os tratamentos: LF (ANOVA: F = 21,561;
p = 0,0001), BE (ANOVA: F =139,646; p = 0,0000) e BEBA (Kruskal Wallis = 18,4907; p = 0,0099).
A Figura 15 ilustra o comportamento do nimero de bactérias (log bactérias.g™ de solo) ao

longo dos dias de incubacao e nos tratamentos testados.

28° dia: ajuste pH 7,0
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Figura 15. Numero de bactérias (log bactérias.g'1 de solo) ao longo dos dias de incubagdo e nos tratamentos

testados em solo argiloso contaminado com 6leo diesel.
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O tratamento LF, para as bactérias, apresentou comportamento mais ou menos uniforme,
com pequena variacdo em seu ndmero e com crescimento mais significativo no 45°, 3° e 24° dias
(ordem crescente do numero de microrganismos) e menor no 10° dia de incubacédo do experimento.
No caso dos tratamentos BE e BEBA, por sua vez, observou-se um decréscimo do 3° dia até 17° e
posterior crescimento, este mais significativo na amostragem referente ao 45° dia (Figura 15).

Estatisticamente, os fungos, ilustrados na Figura 16, ndo apresentaram diferenca significativa
ao longo do periodo de incubagdo em LF (ANOVA: F = 1,835; p = 0,1580), diferentemente, dos
resultados obtidos em BE (ANOVA: F = 403,402; p = 0,0000) e BEBA (ANOVA: F = 113,575; p =
0,0000). Para esses dois Ultimos tratamentos, foi observado um crescimento gradativo até o 24° dia e

posterior decréscimo até o ultimo dia de incubacao (129 dias).
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Figura 16. Numero de fungos (log fungos.g’1 de solo) ao longo dos dias de incubacéo e nos tratamentos testados

em solo argiloso contaminado com 6leo diesel.

No terceiro dia de incubacdo, o tratamento BEBA diferiu significativamente, em nimero de
bactérias, dos tratamentos LF e BE em uma ordem de magnitude (LF e BE com 5,88 + 0,0 e BEBA,
com 6,92 + 0,0) (ANOVA, F = 156,008, p = 0,0002). Esse resultado € decorrente da inoculacdo de
microrganismos com o propdsito do bioaumento no tratamento BEBA (inéculo de 107). Os fungos, no
entanto, apresentaram uma pequena diferenca entre os tratamentos, nesta amostragem, com BE
similar a LF e a BEBA (ANOVA: F = 12,044, p = 0,0203). A contaminagcdo com 6leo diesel em solo
tende a provocar um aumento do numero de fungos, o que pode ter provocado a semelhanca no
namero de microrganismos entre os tratamentos adotados (Gestel et al., 2003).

No decorrer dos dias de incubacdo dos tratamentos, € possivel observar um comportamento
de crescimento e de decréscimo do nimero de bactérias e fungos muito associado aos valores de pH
quantificados durante os testes (Figura 18). No 10° e 17° dias de amostragem, por exemplo, observa-

se uma reducdo no numero de bactérias nos trés tratamentos estudados e um aumento para nimero
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de fungos. Esse resultado esta, provavelmente, relacionado a queda do pH , que tornou o meio mais
acido e, conseqiientemente, mais promissor para o desenvolvimento desses microrganismos (Figura
17). Resultados similares foram encontrados em outros trabalhos (Leahy & Colwell, 1990; Cardoso,
1992; Barroti & Nahas, 2000).

Nesses dias (10° e 17° dias), o nimero de bactérias e fungos tornou mais similar os
tratamentos BE e BEBA, onde ocorreram as maiores variagbes do pH. O tratamento LF nao
apresentou variagdo no nimero de microrganismos, mantendo-se ainda sem crescimento significativo
em relacdo a BE e BEBA.

No 24° dia, observa-se um crescimento lento e gradual nos diferentes tratamentos, tanto no
numero de fungos quanto de bactérias, com BE e BEBA similares e maiores que LF em fungos
(ANOVA: F = 112,528, p = 0,0001) e BEBA diferente e maior que LF e BE em bactérias (ANOVA: F =
25,910, p = 0,0023). Esse crescimento pode estar atrelado a capacidade de regeneracdo e de
adaptacao dos microrganismos as condicfes estabelecidas no solo, similar ao observado em outros
estudos. Por exemplo, Barahona et al. (2004) avaliando a remocéao de éleo diesel em solo estimulado
por nutrientes, umidade e residuos de colheita de milho ou cana-de-agUcar encontraram o maior
namero de microrganismos também no 22° dia. Segundo esses autores, 0 aumento no nimero de
microrganismos nessa fase inicial, provavelmente, resulta de uma selecdo e crescimento daquelas
populacdes que toleram e/ou estdo mais aptas a consumir diesel como fonte de carbono
(microrganismos heterotréficos e degradadores de HCs). Gestel et al. (2003), em seus estudos,
também observaram que a diversidade de espécies degradadoras de diesel aumentou visivelmente
no 27° dia e, em especial, a proliferacéo de fungos.

Na tentativa de tornar o meio mais adequado para o desenvolvimento em conjunto de
bactérias e fungos e tornar o pH mais proximo ao encontrado no tratamento LF (6,8), foi feita a
correcdo no 28° dia desse paradmetro nos microcosmos de BE e BEBA para pH 7,0. De acordo com o
observado na literatura, a biodegradacdo de petroderivados ocorre com maior eficiéncia em pH
variando de 6,5 a 8,5 e, para 6leo cru, a maior eficiéncia de biodegrada¢cdo em solo ocorre em pH de
7,6 (Dibble & Bartha, 1979).

Destaca-se, no entanto, que mesmo apés a correcdo, ainda foram observadas quedas
constantes e significativas, o que promoveu efeitos marcantes na contagem dos microrganismos
(bactérias e fungos). A Figura 17 apresenta a variacao do pH e destaca a correcao deste efetuada no
28° de incubagéo. Para a corregéo foi construida uma curva de neutralizagdo, com um periodo de 48h
de estabilizag&o.

A reducdo significativa do pH, observada especialmente nos tratamentos BE e BEBA, é
provavelmente decorrente do efeito catabdlico decorrente da atividade bacteriana sobre as fracdes do
Oleo diesel incorporadas ao solo. Esses efeitos envolvem normalmente a producdo de metabdlitos
que sao freqlientemente acidos. Essa queda mais significativa do pH nesses tratamentos (BE e
BEBA) reforca a relagdo entre a introducdo de incrementos ao solo e um aumento potencial na
degradacdo de compostos organicos presentes. Em LF, a reducdo do pH se mostrou menos
significativa provavelmente em decorréncia da baixa atividade dos microrganismos em funcéo da falta

de nutrientes, agente limitante do processo de biodegradacéo.
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Figura 17. Variagdo do pH nos tratamentos LF, BE e BEBA durante o experimento.

A amostragem realizada no 45° dia destaca que houve uma reducdo do numero de fungos e
deu-se um crescimento especial das bactérias, ambos nos tratamentos BE e BEBA, que se
mantiveram estatisticamente semelhantes e diferentes do tratamento LF. Esse comportamento do
namero de microrganismos é esperado uma vez que a queda constante e significativa do pH do meio
pode ter estimulado o crescimento dos fungos e, a posterior correcdo do solo (28° dia), favorecido o
aumento no numero de bactérias nos tratamentos em fungéo do meio mais alcalino.

Os testes estatisticos reforcam a visivel variacdo do pH no periodo de incubacdo dos trés
tratamentos: LF (Kruskal Wallis, H = 39,8072; p = 0,0000), BE (Kruskal Wallis, F = 32,2891; p =
0,0000) e BEBA (ANOVA: F = 612,478; p = 0,0000), com uma tendéncia de queda mais lenta e
gradual em LF. Essa diferenca culmina ao final do experimento (129° dia), com uma diferenca
significativa do tratamento LF em relacdo ao pH dos demais tratamentos, BE e BEBA (ANOVA: F =
82,785; p = 0,0000).

Segundo estudos, o pH do solo pode variar amplamente e a maioria das bactérias e fungos
heterotréficos é favorecida em pH préximo a neutralidade, com os fungos mais tolerantes a condicfes
acidas (Cardoso, 1992). CondicBes de pH extremos, como o observado em alguns solos, pode
inclusive trazer uma influéncia negativa sobre a habilidade das populacbes microbianas para
degradar HCs (Leahy & Colwell, 1990).

A Figura 18 ilustra a relacdo entre o nimero de heterotroficos totais (log microrganismos.g'l
de solo) e o pH durante o periodo de incubagdo do experimento. De acordo com o observado,
especialmente nos tratamentos BE e BEBA, onde houve queda e corre¢do do pH, ha uma relagao
direta entre o aumento desse parametro (meio mais alcalino) e o crescimento no nimero de
bactérias; e inversa para o nimero de fungos, ou seja, os maiores niveis de pHs coincidem com o

crescimento de bactérias, bem como o decréscimo retrata o crescimento de fungos.

CHAGAS-SPINELLI, A.C.O. Biorremediacéo... , 2007.



Landfarming (LF)

pH
w S o (=2} ~

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

El

7,00

6.00 -\././l———l—l\.\.

5,00

Y geo—a o o

3,00 - T T T T
0 10 20 30 40 5

T T T
0 60 70 80 90 100 110 120 130

Log Microrganismos.g

Dias

—m— LF Bactérias —O— LF Fungos

pH

-1

Log Microrganismos.g

Bioestimulo (BE)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00

0

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Dias

—&— BE Bactérias —0— BE Fungos

97

Bioestimulo + Bioaumento (BEBA)
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Figura 18. Relacao entre a cinética de crescimento de bactérias e fungos (log microrganismos.g'l de solo) e a variacdo de pH nos tratamentos LF, BE e BEBA durante os
intervalos 0, 3°, 10°, 17°, 24°, 45°, 73°, 101° e 129° dias de incubac¢do do experimento.
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Na amostragem do 73° dia de incubacado, por sua vez, foi observado um decréscimo no
namero de bactérias e fungos nos trés tratamentos estudados e que se manteve até o final do
experimento (amostragens no 101° e 129° dias). Resultados similares foram observados em outros
trabalhos de remediacdo em solo contaminado com éleo diesel, onde a maior atividade e crescimento
da populacdo microbiana foram notados até 45° em tratamentos de bioaumentacao e de bioestimulo
(Bento et al., 2005) e no 55° dia também em tratamentos semelhantes (Barahona et al., 2004).

Esse decréscimo, em determinada etapa do processo de biodegradacdo, também é
observado em varios estudos como relacionado a deplecao dos nutrientes inorganicos disponiveis
resultantes do consumo das fontes de carbono ou mesmo a efeitos toxicos produzidos pelas fragdes
residuais do contaminante (Weissenfels et al., 1992; Ahn et al., 1996; Loser et al., 1999; Margesin &
Schinner, 1999; Barahona et al., 2004).

Avaliacdes a respeito da remocdo dos contaminantes, toxicidade, sorcdo e de outros
pardmetros sd0 necessdrias para uma compreensdo mais ampla do comportamento dos

microrganismos presentes, bem como do processo de biodegradagéo proposto.

5.2.1.1 Avaliacao da producado de biossurfactantes nos tratamentos

Um dos importantes pardmetros que podem ser alterados em funcéo do crescimento dos
microrganismos € a reducdo da tensao superficial como resultado da producdo de biossurfactantes.
Essas moléculas séo sintetizadas por um grande ndmero de microrganismos e agem em interfaces,
reduzindo as energias interfaciais (tensdo superficial e interfacial) (Nitschke & Pastore, 2002).

Em solos impactados com HCs, essas moléculas promovem a emulsificacdo destes,
aumentando a solubilidade e, conseqientemente, disponibilizando-os para a biodegradacdo pela
microbiota presente na matriz contaminada.

O uso de hiossurfactantes, por exemplo, no processo de biodegradacao de HPAs, com mais
de quatro anéis aromaticos, tem apresentado resultados satisfatérios, uma vez que estes tem baixo
poder de biodegradabilidade em funcdo de sua baixa solubilidade em agua e grande capacidade de
adsorcdo em solos (Mulligan, 2005).

Os resultados obtidos na presente pesquisa indicaram que, estatisticamente, ndo houve
diferenca significativa (p < 0,05) na tensdo superficial entre LF, BE, BEBA e o branco (agua
deionizada usada no teste), no 3° dia de incubacdo (ANOVA: F = 3,084; p = 0,1525), 17° dia (ANOVA:
F = 4,311; p = 0,0960), 24° dia (ANOVA: F = 4,752; p = 0,0832), 45° dia (ANOVA: F = 5,627; p =
0,0642), 73° dia (ANOVA: F = 3,684; p = 0,0972) e 129° dia (ANOVA: F = 2,906; p = 0,1647). A
excecao se deu apenas no 10° e 101° dias de incubacao (ANOVA: F = 16,762; p = 0,0099 e ANOVA:
F =14,828; p = 0,0124, respectivamente).

No 10° dia, os tratamentos LF (69,0 + 0,0 mN/m), BE (69,3 + 0,4 mN/m) e BEBA (68,7 + 0,3
mN/m) apresentaram tensado superficial diferente da obtida no branco (70,4 + 0,0 mN/m). Ja no dia
101°, o branco (70,3 + 0,0 mN/m) foi similar a LF (69,1 + 1,7 mN/m) e BE (67,5 £ 0,7 mN/m) foi

CHAGAS-SPINELLI, A.C.O. Biorremediacéo... , 2007.



99

semelhante a LF e ao tratamento BEBA (64,7 + 0,2 mN/m). No entanto, ao se avaliar a diferenca
percentual entre a tenséo superficial do branco e tratamentos nesse periodo de incubacao, observa-
se que esta foi muito pequena (< 2,5% no 10° dia e < 8% no 101° dia), 0 que sugere que outros
parametros podem ter interferido nessa pequena variacdo e que ndo houve producdo de
biossurfactante nos tratamentos testados.

Estudos tém indicado, por exemplo, que ha uma relacéo direta entre o pH do meio e a tensao
superficial, ou seja, que valores baixos de pH (acidez do meio) tendem a reduzir os valores da tenséo
superficial (Syldatk et al., 1985). O que pode ter ocorrido no presente estudo em fun¢éo da queda do

pH. A Figura 19 ilustra a tenséo superficial nos tratamentos e no branco ao longo do experimento.
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Figura 19. Variagdo da tensédo superficial nos tratamentos LF, BE e BEBA durante o experimento.

Essas consideracdes sdo confirmadas ao final do periodo de incubacgao do experimento (129
dias), onde LF apresentou reducdo de apenas 5,6% da tensdo superficial inicialmente observada, BE
de 2,5%, BEBA de 4,0% e o controle de 0,2%. A diferenga percentual entre a maior e a menor tensao
superficial foi apenas de 16,6%. Ao contrario de Beltrdo (2005), que em seus estudos, obteve uma
reducdo 31% da tensado superficial (64mN/m para 44mN/m), durante apenas 20 dias de tratamento
aerébio em solo de mangue contaminado com 6leo diesel. A producdo de substancias acidas e
tensoativas foram comprovadas por Beltrdo (2005), durante o plaqueamento através da formacao de

um halo inibidor entre algumas col6nias. Fato este ndo observado no presente estudo.
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5.2.2 Eficiéncia dos tratamentos: remocao dos contaminantes

N&o foi observada diferenca significativa entre as réplicas dos tratamentos no que se refere
aos parametros: O&G (F = 0,425; p = 0,8289) e Cyq (F = 0,164; p = 0,9743). Desse modo, as
amostras foram tratadas agrupadas como LF (LF1 e LF2), BE (BE1 e BE2) e BEBA (BEBALl e
BEBA2).

5.2.2.1 Remocdo dos 6leos e graxas (0&G)

Um dos par@metros de avaliagdo da eficiéncia do processo de biodegradacdo do solo
contaminado com o6leo diesel foi a remocao de Oleos e graxas (O&G) no periodo de incubacédo do
experimento.

A Figura 20 ilustra a eficiéncia de remoc¢éo durante os dias de amostragem do experimento
em cada tratamento adotado. Percebe-se que os maiores percentuais de degradacdo foram
promovidos pelo tratamento do solo com a introducdo de nutrientes (BE) e nutrientes mais
microrganismos (BEBA) e com uma tendéncia a estabilizacdo dessa remogédo a partir do 24° dia. No
tratamento somente com aeracao (LF), o percentual de degradacéo foi mais baixo e se estendeu até

0 45° dia e somente a partir de entdo parece ter se iniciado sua estabilizacao.

28° dia: ajuste pH 7,0

O 100,0 - 4

3

©  80,0-

° 600 5\

£ : X e

8 400 tg'(\’\}\w/'/‘\o
4 X—X e S
S 20,01 X
=

9 070 T T T T T T T T T T T T 1
C‘\>: 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

Dias

—— LF 40— BE —X—BEBA

Figura 20. Eficiéncias de remocédo de O&G nos tratamentos adotados (LF, BE e BEBA).

A Tabela 32 apresenta os percentuais de degradacéo relativa obtidas nos tratamentos LF, BE
e BEBA estudados. Como ha intervalos diferentes no periodo de amostragem, a comparacéo entre os

percentuais de remocao de O&G foi feita apenas entre os tratamentos a cada periodo avaliado.
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DIAS LANDFARMING BIOESTIMULO BIOESTIMULO + BIOAUMENTO
0-3° 13,3+2,8 C (4,4) 30,5+ 1,4 B (10,2) 38,9 £1,6 A (12,9)
3-10° 30,9+4,5A (4,1) 34,4+4,1A (4,9) 7,8+ 0,6 B (1,1)
10 - 17° 5,6 +0,6 B (0,8) 0,0 £0,0 C (0,0) 17,9+ 0,6 A (2,6)
17 - 24° 15,5+2,3 C (2,2) 27,9+1,8 B (4,0) 38,6 £0,9 A (5,5)
24 - 450 * 16,8 +3,3 A (0,8) 16,1+2,6 A (0,8) 0,0 +0,0 B (0,0)
45 -73° 0,0 £0,0 B (0,0) 0,0 £ 0,0 B (0,0) 9,2+0,2 A (0,3)
73 -101° 0,0 £0,0 B (0,0) 9,6 £2,5A (0,4) 7,9+ 1,7 A (0,3)
101 - 129° 9,2 +0,0 B (0,3) 15,6 + 4,4 AB (0,6) 23,5+0,3A(0,8)

NOTA: O percentual de degradagéo relativa foi calculado através da seguinte expressdo: % degradacdo = [(concentracdo
subsequente — concentragdo anterior) x 100/concentracéo anterior)]. Diferentes caracteres (A, B, C) na linha indicam que ha
diferenca significativa entre os tratamentos testados (Teste de Tukey, p < 0,05). Os valores entre parénteses correspondem ao
percentual de remogéo dividido pelo nimero de dias do intervalo. Dias em negrito corresponde ao dia de amostragem. (*) —
ajuste do pH dos tratamentos para 7,0 no 28° dia de incubacao.

Como pode ser observado, houve decréscimo significativo do teor de O&G nos trés
tratamentos adotados. E valido ressaltar que a diminuicdo da concentracdo desse parametro pode
ocorrer ndo somente por fatores relacionados a atividade microbiolégica, mas também por fatores
fisico-quimicos como lixiviagdo, volatilizacdo e adsorcdo nas substancias organicas (Gestel et al.,
2003; Baptista & Rizzo, 2005).

No inicio do presente experimento, o indicio de perda por volatilizacdo foi marcante uma vez
que havia um forte odor caracteristico de éleo diesel no ambiente de execucdo do experimento. No
entanto, em funcdo de limitacdo técnica essa perda nado foi quantificada. Outra observacao
interessante foi o numero de insetos mortos nas proximidades dos microcosmos, especialmente do
LF, durante as primeiras semanas de incubacédo. Esse dado pode sugerir uma maior volatilizacdo
nesse tratamento do que naqueles que receberam incrementos (BE e BEBA), como encontrado por
Namkoong et al. (2002). Em seu trabalho foi observado que a volatilizacdo de n-alcanos foi diminuida
com a correcao da fracéo organica do solo, ou seja, o0 incremento de nutrientes e de matéria organica
aparentemente sorveu mais significativamente o contaminante, reduzindo a sua volatilizacao.

Os percentuais de remocao relativa variaram de 0,0 £ 0,0% a 38,9 + 1,6% (Tabela 32). Os
maiores indices ocorreram nos tratamentos BE e BEBA no 3° dia de incubacao do experimento (38,9
+ 1,6% e 30,5 + 1,4%, respectivamente). Esse resultado foi muito significativo uma vez que esse
intervalo de tempo é o mais estreito entre as amostragens efetuadas correspondendo apenas a trés
dias (0 e 3° dia). A remocao observada entre o0 3° e 0 10° dias em LF e BE também foi marcante (30,9
+4,5% e 34,4 + 4,1%, respectivamente), bem como os percentuais de remoc¢&o dos tratamentos BE e
BEBA entre 0 17° e 0 24° dia amostrado (27,9 £ 1,8% e 38,6 + 0,9%). O final do experimento (101 a
129 dias) apresentou percentuais de remoc¢ao com valores expressivos (15,6 + 4,4% e 23,5 + 0,3%,
respectivamente), no entanto, em termos comparativos € menos significativo que os demais uma vez

que essa remocgao ocorreu em um intervalo de 4 semanas (28 dias).
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Os tratamentos testados (LF, BE e BEBA) durante o periodo de incubacdo do experimento
promoveram diferenca significativa no percentual de remocdo dos O&G. O maior percentual de
remogcao no 3° dia foi promovido pelo tratamento BEBA (12,9%. dia™), seguido pelo BE (10,2%. dia™).
No entanto, nas amostragens realizadas no 10°, 17° e 45° dias, o tratamento LF foi similar em termos
de remocdo de O&G ao BE e/ou ao tratamento BEBA, o que sugere pouca interferéncia dos
incrementos introduzidos (nutrientes e microrganismos). A partir do 73°, o acréscimo de nutrientes
e/ou microrganismos (BE e BEBA) voltou a apresentar melhor desempenho no percentual de
remocdo que o obtido no tratamento LF. Os resultados estdo apresentados na Tabela 32 e
estatisticamente correspondem ao 3° dia do experimento: ANOVA: F = 84,840; p = 0,0023; 10° dia: F
= 33,174; p = 0,0090; 17° dia: F = 676,043; p = 0,0001; 24° dia: F = 84,474; p = 0,0023; 45° dia: F =
30,462; p = 0,0102; 73° dia: Kruskal Wallis, H = 4,8; p = 0,0905; 101° dia: F = 16,914; p = 0,0232;
129° dia: F = 15,764; p = 0,0256.

Esses percentuais de remocédo apresentaram relacdo direta com os maiores crescimentos de
bactérias e fungos, marcados pelo intervalo entre os 3° e 45° dias de incubacéo para os tratamentos
testados. De acordo com a analise de variancia, cada tratamento apresentou diferenca entre o
percentual de remocao dos O&G e os periodos de amostragens realizados (p < 0,05): LF (ANOVA:
F= 37,551; p = 0,0000), BE (ANOVA: F= 51,222; p = 0,0000) e BEBA (ANOVA: F = 486,731; p =
0,0000). O maior percentual de remocdo em LF ocorreu no 3° (4,4%. dia™), seguido pelo 10° dia
(4,1%. dia™) de incubacdo e os menores no 101° e 73°. Em BE, 0s maiores percentuais também
ocorreram especialmente no 3° dia (10,2%. dia™), seguido pelos 10° (4,9%. dia™) e 24° dias (4,0%.
dia™) e os menores no 73° e 17° No tratamento BEBA, a maior remo¢do ocorreu também
especialmente no 3° (12,9%. dia'l) e no 24° dias (5,5%. dia'l) e 0 menor no 45°. Esses resultados sdo
similares ao crescimento de fungos e bactérias durante 129 dias de incubacéo dos testes. A Figura
21 ilustra esses dados.

Esses altos niveis de remogdo de O&G, provenientes da contaminagdo por 6leo diesel, nas
primeiras semanas de tratamentos s&o similares ao encontrado por outros autores. Bento et al.
(2005) encontraram em seus estudos um aumento no nimero de microrganismos degradadores de
Oleo diesel nos primeiros setes dias e depois esses organismos especializados ndo sofreram mais
aumento e se mantiveram ajustados para mudar as condicdes do substrato, aumentando sua
atividade metabdlica e, inclusive, interferindo no crescimento do restante da populagdo microbiana
(Devinny & Chong, 2000).
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Figura 21. Relagdo entre a cinética de crescimento de bactérias e de fungos (log microrganismos.g'1 de solo) e o percentual de remogéo relativa e acumulada de O&G nos
tratamentos LF, BE e BEBA durante os intervalos 0, 3°, 10°, 17°, 24°, 45°, 73°, 101° e 129° dias de incuba¢&o do experimento.

CHAGAS-SPINELLI, A.C.O. Biorremediacao... , 2007.



104

A Tabela 33 apresenta o percentual de remo¢do de O&G no solo contaminado com
Oleo diesel ressaltando a contribuicéo efetiva de cada incremento adotado no experimento. O
percentual de degradacdo foi calculado descontando para cada tratamento o seu controle,
através da seguinte expressdo: % degradacdo = [(controle - tratamento)/controle)]x100. O
controle de BE (aeracdo + nutrientes) correspondeu a LF (aeracdo) e o controle de BEBA
(aeracdo + nutrientes + microrganismos) adotado foi o tratamento BE (aeracdo + nutrientes).
Foi testado também o tratamento BEBA (aeragdo + nutrientes + microrganismos) tendo como

controle o LF (aeracéo).

Tabela 33. Percentual de remoc¢éo de O&G dos tratamentos em relacdo ao seu respectivo controle.

) BIOESTIMULO +
BIOESTIMULO BIOAUMENTO BIOAUMENTO
DIAS Estimulo: nutrientes Estimulo: microrganismos Estimulo: nutrientes +
(BE - LF) (BEBA - BE) microrganismos
(BEBA - LF)
3° 19,8 +1,0 AB 12,2+2,0B 296+05A
100 235+9,8A 0,0+0,0B 0,0+0,08B
17° 14,7 +0,2 A 40+0,1B 18,1+0,1A
240 27,2+0,2 AB 18,2+0,8 B 40,4£0,7A
450 26,4+52A 0,0+0,0B 21,3+88A
730 20,7+42A 6,9+0,4B 346+36A
101° 38,7+21A 51+4,4B 41,9+0,7A
1290 43,1+30A 13,9+4,9B 51,1+02A

NOTA: O percentual de degradacédo foi calculado através da seguinte expressdo: % degradagdo = [(controle -
tratamento)/controle)]x100. O controle de BE corresponde a LF e de BEBA é representado pelo tratamento BE.
Diferentes caracteres (A, B) na linha indicam que ha diferenca significativa entre os tratamentos testados (Teste de
Tukey, p < 0,05).

De modo geral, a introducdo de nutrientes se mostrou bastante promissora quando
comparado ao tratamento somente com aeracdo. Apenas a introducdo de microrganismos, nao
se mostrou muito eficiente a ndo ser nas semanas de significativos crescimentos destes (3°,
24° e 129° dia). Ja a presenca de nutrientes e microrganismos no solo contaminado com diesel
permitiu um alto percentual de remo¢édo na maioria dos dias de amostragem testados, mas
estatisticamente é similar a remocéao efetuada somente com nutrientes.

Os resultados de remocao de O&G obtidos ao final do presente estudo foram bem
expressivos se comparado ao obtido por outros trabalhos. Cunningham et al. (2004), em seus
estudos, observaram que solo contaminado com 6leo diesel e tratado através de aeracdo com
acréscimo de p6 de serra, de bioestimulo (pé de serra e nutrientes) e de bioaumento (p6 de
serra, nutrientes e microrganismos) apresentou eficiéncia de remoc¢éo de O&G de 30%, 29% e
37%, respectivamente, ap6s 32 dias do inicio do teste. No presente estudo, em um periodo de

24 dias e com acréscimo de nutrientes e microbiota adaptada foi obtido mais de 52% de
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remocdo no tratamento LF, 65% em BE e 72% em BEBA, o que sugere condicdes mais
favoraveis de remocgéo desse parametro. No entanto, como ja citado, vale outros fatores que
ndo somente aqueles microbiolégicos podem ter contribuido para essa reducao efetiva
(volatilizagcdo, oxidagcdo, tempo de contaminacéo, etc.) (Baptista & Rizzo, 2005). A Figura 22

ilustra os percentuais alcancados no presente estudo.

80,0+0,1
100.0- 76,8+1,2 a

3 ' 59,2+0,0 b
3 c
= 80,0
&

S i
g_g > 60,0
(@]
e 40,0
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0,0 : .
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Tratamentos

Figura 22. Eficiéncias de remog¢do de O&G (percentual) nos tratamentos adotados LF, BE e BEBA e os

respectivos agrupamentos obtidos através do teste Tukey.

Estatisticamente, nos 129 dias de tratamento, a remocdo de O&G promovida pelos
tratamentos LF (59,2 + 0,0%), BE (74,1 £ 0,5%) e BEBA (80,0 + 0,0%) foi considerada diferente
entre si (ANOVA: F=506,411; p = 0,0002), com os maiores indices de remocdo em BEBA.

Destaca-se, que ja no 24° dia de experimento, 0s percentuais de remoc¢édo de O&G ja
foram expressivos, com todos os tratamentos diferentes entre si e com o acréscimo de
microrganismos (BEBA) mais promissor: LF com 52,3 + 1,3%; BE = 65,2 + 0,9% e BEBA =71,6
+ 0,4% (ANOVA: F= 219,609; p = 0,00086).

Apesar de ter sido bem relatada na literatura como adequada a cinética de decaimento
de 1° ordem para representar a degradacao de petréleo (Jdrgensen et al., 2000; Gestel et al.,
2003), no presente estudo, o decaimento proveniente da remocdo de O&G foi bem ajustado
para o modelo de ordem zero (Figura 23 a, b, c). Desse modo, foi calculada a velocidade de
degradacdo nos intervalos lineares, obtendo a cinética de remogdo K1, correspondente ao
primeiro intervalo entre o tempo 0 e o0 24° dia, e a cinética de remocéo K2, relativa ao segundo

intervalo de remocé&o, do 24° dia ao final do experimento (129° dia).
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Figura 23 (a, b, c¢). Ajuste cinético de O&G nos tratamentos LF (a), BE (b) e BEBA (c) no tempo de

incubacao.

Os parametros cinéticos, baseados nesse modelo e apresentados na Tabela 34,

indicam que a maior velocidade de remocao diaria também ocorreu em BEBA (K1 = 1,2135
g.kg™*.dia™), seguido por BE (K1 = 1,1063 g.kg™.dia™) e por tltimo LF (K1 = 0,8865 g.kg™.dia™),
no periodo referente a remogéo mais rapida de O&G (ANOVA: F = 219,609; p = 0,0006). A
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velocidade de remocédo K2 foi consideravelmente inferior a K1 nos trés tratamentos com BE
(K2 = 0,0448 g.kg™*.dia™) > BEBA (K2 = 0,0329 g.kg™.dia™") > LF (K2 = 0,0269 g.kg*.dia™), mas
sem diferenca significativa entre si (ANOVA: F = 5,355; p = 0,1024).

Tabela 34. Velocidade de decaimento da remocdo de O&G provenientes da contaminagdo do solo por

6leo diesel nos diferentes tratamentos de biorremediacao.

VELOCIDADE DE DECAIMENTO K1 | VELOCIDADE DE DECAIMENTO K2
TRATAMENTOS (g 0&G.kg de solo™. dia™) (g 0&G.kg de solo™. dia™)
LF 0,8865+0,0C 0,0269 £0,0 a
BE 1,1063+0,0B 0,0448 £0,0 a
BEBA 1,2135+0,0A 0,0329+0,0a

NOTA: Diferentes caracteres (A, B, C, a) nas colunas indicam que ha diferenga significativa entre os tratamentos
testados: letras mailsculas para K1 e minusculas para K2 (Teste de Tukey, p < 0,05). K1 periodo compreendido entre
0 e 0 24° dia e K2 entre 0 24° e 129° dia.

Esses resultados sugerem que a velocidade de decaimento de O&G, no primeiro
intervalo de remocéo (K1), foi 19,9% maior em funcao do acréscimo de nutrientes (BE) do que
no tratamento somente aeracdo (LF), e 27,1% maior em fun¢do do incremento de nutrientes
mais microrganismos (BEBA) em relagdo também LF. Portanto, em K1 foi possivel observar
que apenas 8% da remocéao poderia ser atribuida aos microrganismos acrescentados a BEBA.

No segundo intervalo (K2), o acréscimo de nutrientes (BE) e de nutrientes mais
microrganismos (BEBA) foram responsaveis, respectivamente, por 39,9% e 18,1% da
velocidade de remogédo em relagdo a aeragéo (LF) e, desse modo, com BE superior 26,6% em
relacdo a BEBA. Esse resultado sugere que em K2 a presenca de nutrientes foi mais

importante para a remocéo de O&G que os demais tratamentos.

5.2.2.2 Remocéo de carbono orgéanico (Cyrg)

A Figura 24 ilustra a eficiéncia de remogdo acumulada de C,gy durante os dias de
incubacdo do experimento. Percebe-se que ndo ha claramente definido um patamar de

estabiliza¢do do percentual de remogéo do Cg.
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Figura 24. Eficiéncias de remogédo de Cqg NOS tratamentos adotados (LF, BE e BEBA).

O percentual de remocéo do C,g néo foi marcadamente diferente entre os tratamentos
de biodegradacao utilizados no presente estudo. No final do periodo de incubacédo, a remocgéo
nos tratamentos BE (30,2 + 0,3%) foi considerada similar em termos estatisticos a BEBA (34,4
+ 2,1%) e também semelhante ao tratamento LF (25,2 + 0,8%), o que implica de certo modo
gue, independentemente do tratamento utilizado, a reducéo de carbono ou da matéria organica
foi praticamente equivalente (ANOVA: F = 23,944; p = 0,0143) (Figura 25).
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Figura 25. Eficiéncias de remog¢éo do Coyg (percentual) nos tratamentos adotados LF, BE e BEBA e os

respectivos agrupamentos obtidos através do teste Tukey.

Em cada tratamento, por sua vez, houve diferenca significativa na remogéo de Cgy
entre os periodos amostrados: LF (ANOVA: F = 212,456; p = 0,0000), BE (ANOVA: F = 25,599;
p = 0,0001) e em BEBA (Kruskal Wallis, H = 10,9735; p = 0,1398). Os maiores indices de
remoc&o ocorreram entre o 10° e 17° dias para BE (18 £ 0,6%; 2,6%.dia'l), BEBA (15,7 £ 0,9

2,2%.dia'l) elLF(2,1+£171; 2,6%.dia'l). O segundo maior intervalo de remocéo relativa ocorreu
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entre o 45° e 73° dias, para BE (13 + 1,0; 0,6%.dia'l), LF (11,5+0,1; O,5%.dia'1) e BEBA (8,4 +
0,4, O,4%.dia'l) e 0s menores no dia 101 de incubac@o do experimento. A Figura 26 ilustra
esses resultados.
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Figura 26. Remocao relativa do teor de Corg NOs tratamentos testados ao longo do experimento.

A Figura 27 apresenta o ajuste linear obtido entre os valores médios de remocéo de
Corg € O&G durante o periodo de incubagéo. Os coeficientes de correlagéo foram maiores do
que 0,87 e mostra uma relacdo linear entre esses parametros. No entanto, diferentemente do
encontrado por Borges (2001), a eficiéncia de remogéo de Cqq (ou M.O.) observada néo foi
maior do que a de O&G. Isso se deve, provavelmente, aos processos envolvidos na remogao
das fracbes supracitadas: o Co,y € normalmente removido através da volatilizacdo e da
mineralizacdo, enquanto que os O&G, além desses dois processos, podem também ser
removidos por meio da humificacdo. O marcado crescimento da UCM (Unresolved Complex
Mixture), ou seja, da mistura complexa ndo resolvida, apresentada na secéo 5.2.2.3, reforca a

hipétese de formacdo de compostos mais pesados, complexos e polares ao longo dos
tratamentos propostos.
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Figura 27. Relagdo entre eficiéncias de remogéo de Cog € O&G para os tratamentos adotados LF, BE e

BEBA.
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5.2.2.3 Remocdo dos hidrocarbonetos poliaroméaticos (HPAS)

Os resultados referentes a remocgdo dos hidrocarbonetos poliarométicos se encontram
apresentados de duas maneiras: através da andlise da remocdo do somatério dos 16 HPAs
prioritarios (ZHPAs) e por meio da analise individual dos poliaromaticos ao longo do tempo de
inoculacdo do experimento.

A andlise individual, por sua vez, foi abordada dando énfase ao agrupamento dos
HPAs tendo como base o nimero de anéis benzénicos (2, 3, 4, 5 e 6 anéis, Tabela 1). Esse
arranjo partiu da premissa de que o numero de anéis aromaticos € um dos principais
indicativos da maior ou menor disponibilidade para remog¢édo do composto poliaromatico, seja
promovido por fatores fisicos (volatilizacdo), quimicos (foto-oxidacdo) ou microbiolégicos
(biodegradacéo) (Amellal et al., 2001; Finotti et al., 2001; Karthikeyan & Bhandari, 2001; Smith
et al., 2001; Zytner, 2002; U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2003;
Brandli et al., 2004; Oros & Ross, 2004; Potin et al., 2004).

* Remocao dos HPAs totais (X HPAS)
Nesta fase é discutida a remocédo da soma dos 16 HPAs (XHPAs) encontrados em
cada tratamento estudado (LF, BE e BEBA), sendo comparados os resultados obtidos no inicio
e no final do experimento. A Figura 28 apresenta a eficiéncia da remoc¢éo ao final dos 129 dias

de incubagéo do solo contaminado com 6leo diesel.

86,9+1,3 a 88,7:0,4 a 87,2408 a
100,0

80,04
60,0+
40,0+

20,0+

HPAs total removido (%)

0,0

LF BE BEBA

Figura 28. Eficiéncias de remo¢do em percentual cumulativo de degradacdo de HPAs nos tratamentos
adotados LF, BE e BEBA ao final dos 129 dias de incubagdo e os respectivos agrupamentos obtidos
através do teste Tukey.
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A remocdo do XHPAs ao final do experimento foi expressiva, apresentando um
decréscimo da concentragdo estatisticamente similar nos trés tratamentos avaliados (p < 0,05):
LF com remocéo de 89,9 + 1,3%; BE, de 88,7 £ 0,4 e BEBA de 87,2 + 0,8 (ANOVA: F = 2,140;
p = 0,2645). Desse modo, sugere-se que, de maneira geral, os tratamentos propostos nao
apresentaram diferenca entre os incrementos adotados para a remoc¢ao do total dos 16 HPAs
introduzidos no solo através da contaminacgdo por 6leo diesel.

Resultado similar na remocdo de HPAs em solo contaminado por creosoto em 200 dias
de experimento foi encontrado por Canals (2005). Em seus estudos, o percentual de remoc¢éo
dos hidrocarbonetos poliaromaticos em solo somente com aeracao (60%CC e aerado) foi de
87% e maior do que no solo bioestimulado com nutrientes (84%) e do que no solo com
nutrientes acrescido de microrganismos (83%).

Ao longo do periodo de incubacéo do presente experimento, o comportamento cinético
de remocéo do ZHPAs se mostrou similar ao encontrado na literatura para HCs de petréleo. De
acordo com estudos, a cinética de biodegradacdo desses compostos apresentou um padrao
identificado como do tipo “taco de hockey” (Canals, 2005). Esse padrdo se caracteriza por uma
remocdo muito significativa na primeira fase seguida de uma diminuicdo da velocidade de
remocéo ao longo do tempo (Alexander, 1999; Canals, 2005). A Figura 29 ilustra o decaimento

da concentracao de ZHPAs ao longo do periodo de incubacdo nos tratamentos estudados.
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Figura 29. Remediacdo dos ¥HPAs (somatdrio dos 16 HPAs prioritarios) nos tratamentos estudados (LF,

BE e BEBA).

Canals (2005) observou, em seus estudos, nos primeiros 45 dias de incubacao, uma
gqueda substancial, seguida por um consumo mais lento, da concentracdo de hidrocarbonetos

totais de petrdleo (HTPs) e de HPAs em solo contaminado com creosoto e sujeito a
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tratamentos semelhantes ao adotado na presente pesquisa (landfarming, bioestimulo,
bioaumento, entre outros).

No presente trabalho, como pode ser observado na Figura 29, até o 17° dia do
experimento foi observada uma efetiva remocao dos HPAs provenientes do éleo diesel e sem
diferenca significativa entre os tratamentos: LF com remocéo de 71,8% + 2,1; BE, de 74,0
2,2% e BEBA de 75,4 + 0,9% (ANOVA: F = 1,884; p = 0,2952). No periodo subseqiente, até o
final do experimento, houve uma tendéncia de equilibrio no percentual de remocao. Diferentes
modelos para identificacdo do comportamento cinético foram testados, no entanto, estes nao
representaram adequadamente o0s dados experimentais. Desse modo, para permitir
comparacao entre as velocidades de remocao alcancadas por cada tratamento, foi calculada a
velocidade de decaimento na fracdo linear de cada um deles (AC/At), semelhante ao
comportamento cinético de ordem zero.

A Tabela 35 apresenta a velocidade de decaimento referente a variacdo da
concentracao no inicio do experimento ao 17° dia, identificada pela cinética de remogéo de

ordem zero K1, e do 17° dia ao final do experimento (129° dia), identificada pela cinética K2.

Tabela 35. Velocidade de decaimento da remocéo dos ¥HPAs provenientes da contamina¢&o do solo por

6leo diesel nos diferentes tratamentos de biorremediacao.

VELOCIDADE DE DECAIMENTO VELOCIDADE DE DECAIMENTO
K1 K2
TRATAMENTOS (Hg.g™t.dia™) (Hg.g™.dia™)
LF 44847 +0,1 A 0,1432+0,0 a
BE 4,6206 +0,1 A 0,1391+0,0 a
BEBA 4,7062 +0,1 A 0,1117+0,0 a

NOTA: Diferentes caracteres (A, a) nas colunas indicam que hé diferenca significativa entre os tratamentos testados:
letras mailsculas para K1 e mindsculas para K2 (Teste de Tukey, p < 0,05). K1 periodo compreendido entre 0 e 0 17°
dia e K2 entre 0 17° e 129° dia.

Os resultados obtidos indicaram que a velocidade de decaimento no primeiro intervalo
de remocédo dos HPAs (K1) apresentou o tratamento com nutrientes e microrganismos (BEBA)
com velocidade de remocéo ligeiramente superior ao tratamento somente com nutrientes (BE)
e estes ligeiramente superiores ao tratamento somente por aera¢édo (LF). No segundo intervalo
de remocédo (K2), a velocidade em LF se mostrou ligeiramente maior que em BE e ambos
maiores do que em BEBA, o que teria permitido a semelhanca de remocdo entre o0s
tratamentos ao final do experimento.

Estatisticamente, assim como o percentual de remocao no fim do experimento, nao

houve diferenca significativa (p < 0,05) entre os parametros cinéticos de ordem zero K1 e K2
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nos trés tratamentos observados. Em K1, de acordo com a ANOVA (p < 0,05), F=1,884, p =
0,2952 e K2, F= 1,046, p = 0,4523, sugere-se, mais uma vez, que para a remoc¢ao do HPAs
ndo houve interferéncia no tipo de incremento adotado nos diferentes tratamentos. Esse
comportamento similar entre os tratamentos e a remo¢do um pouco mais rapida em BEBA
pode estar atrelada a diferenca de biomassa e ndo em decorréncia da especificidade do
inéculo.

Um aspecto importante observado no presente resultado é a diferenca marcante entre
a velocidade de decaimento alcancada no primeiro momento (K1) e no segundo intervalo de
tempo (K2) para todos os tratamentos. A velocidade de remoc¢éo alcancada nos primeiros 17
dias de incubacéao foi de 96,8, 97,0 e 97,6% superiores que nos 112 dias seguintes para LF, BE
e BEBA, respectivamente. Este comportamento poderia ser atribuido a diversos fatores como:
(i) diminuicdo da biodisponibilidade dos HPAs ao longo do periodo de tratamento (Amellal et
al.,, 2004; Rizzo et al., 2003), (i) acumulacdo de HPAs intermediarios toxicos (Balba et al.,
1998; Barahona et al., 2004), (iii) aumento na presenca de compostos mais recalcitrantes
(Song et al., 1990), e (iv) modificacdo da diversidade microbiana (Canals, 2005).

Analisando os tratamentos nos intervalos de amostragem, por sua vez, € possivel
inferir algumas dessas possiveis explicagdes para o comportamento cinético e observar
diferenca na eficiéncia destes. O efeito dos tratamentos sobre o percentual de degradacéo

relativa dos HPAs a cada intervalo de amostragem esté apresentado na Tabela 36.

Tabela 36. Percentual de remocéo relativa de HPAs presente no solo contaminado com 6leo diesel.

BIOESTIMULO +
DIAS LANDFARMING BIOESTIMULO BIOAUMENTO
0-3° 9,0+1,9 B (3,0) 50,7 £2,6 A (16,9) 51,9 +0,2 A (17,3)
3-10° 32,9+44A(4,7) 0,0 +0,0 C (0,0) 10,7 + 0,8 B (1,5)
10 - 17° 53,9+0,5A (7,7) 48,7 +3,8 A (7,0) 42,6 +2,9 A (6,0)
17 - 240 0,0+0,0 A (0,0) 2,0+2,0A (0,3) 5,9+ 0,6 A (0,8)
24 - 450 * 23,9+0,3A (1,1) 244 +1,1A(12) 9,5+3,2 B (0,5)
45 -73° 48,1+7,8A(1,7) 41,7 +4,7 A(1,5) 433 +4,3 A (1,5)
73 -101° 0,0+0,0 A (0,0) 0,0+0,0 A (0,0) 0,0+ 0,0 A (0,0)
101 - 129° 0,0 +0,0 B (0,0) 19,3+7,0A(0,7) 20,4+21A(0,7)

NOTA: O percentual de degradagdo relativa foi calculado através da seguinte expressdo: % degradacéo

[(concentragcdo subsequente — concentragé@o anterior) x 100/concentracdo anterior)]. Diferentes caracteres (A, B, C) na
linha indicam que ha diferenca significativa entre os tratamentos testados (Teste de Tukey, p < 0,05). Os valores entre
parénteses correspondem ao percentual de remocdo dividido pelo niumero de dias do intervalo. Dias em negrito
corresponde ao dia de amostragem. (*) — ajuste do pH dos tratamentos para 7,0 no 28° dia de incubag&o.
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Os tratamentos testados (LF, BE e BEBA) promoveram diferen¢a significativa no
percentual de remocdo dos 2ZHPAs durante os intervalos do periodo de incubacdo do
experimento. Como pode ser observado, a adicdo de nutrientes (BE) e nutrientes mais
microrganismos (BEBA) se mostraram mais eficientes na remocéo de HPAs do que apenas o
processo de aeracao do solo contaminado com 6leo diesel (LF) logo nos primeiros trés dias de
incubacéo (entre 0 e 3° dia). No caso especifico do tratamento LF foi necessaria pouco mais de
uma semana (10° dia) até que a eficiéncia de remocao se equiparasse aos demais tratamentos
(4,7%.dia'l de remocéo) (Tabela 36). Comportamento similar foi observado por Bento et al.
(2005) em solo contaminado com diesel sob atenuag&o natural.

Segundo estudos, esse comportamento de remocdo mais marcante de HPAs nas
semanas iniciais dos tratamentos € interpretado pelos autores como decorrente,
especialmente, da facilidade de volatilizacdo e de biodegradacdo das fragcbes mais leves dos
poliaromaticos, ou seja, com menor numero de anéis benzénicos (Bento et al., 2003, 2005;
Canals, 2005).

A partir do 10° dia de incubacéo, o tratamento LF foi similar, em termos de remocé&o
dos poliaromaticos, aos tratamentos BE e/ou BEBA, o que sugere pouca interferéncia dos
incrementos introduzidos (nutrientes e microrganismos) a partir do periodo citado. Somente no
129° dia, o acréscimo de nutrientes e/ou microrganismos (BE e BEBA) volta a apresentar
melhor desempenho no percentual de remoc¢ao que o obtido no tratamento LF.

Esse comportamento de remoc¢do mais significativo dos tratamentos BE e BEBA em
relacdo ao LF nas primeiras semanas de incubacdo e posterior semelhanca entre os
percentuais de remogédo dos trés tratamentos até o Ultimo intervalo de amostragem (101 — 129°
dia) foi muito similar ao observado nos percentuais de remocdo de O&G do presente estudo
(Tabela 32).

Assim como nos O&G, esses percentuais de remoc¢ao apresentaram relacdo direta com
0s maiores indices de crescimento de bactérias e fungos, marcados pelo intervalo entre o 3° e
45° dias (Figuras 15 e 16). No entanto, € preciso ressaltar que ha importantes percentuais de
remocdo também nos intervalos de amostragem com numeros ndo muito expressivos de
crescimento dos microrganismos (entre o 45° e o 73° dias). Provavelmente, esses percentuais
nesses periodos estdo atrelados a presenca mais marcante de microrganismos adaptados a
degradacdo desses compostos complexos. Microrganismos, especialmente, os autoctones e
com arcaboucgo para degradagdo de contaminantes tendem a se tornar mais aptos a condicéo
imposta e, por isso, dominantes em determinadas etapas do processo, conseqilientemente,
aumentando a atividade de degradacdo nessa fase (Balba et al., 1998; Amellal et al., 2001;
Bento et al, 2003; Bento, 2005; Canals, 2005).

No periodo compreendido entre as amostragens do 17° e 24° dias houve uma reducéo
significativa no percentual de remocéo de HPAs para todos os tratamentos estudados (Tabela
36). Sugere-se, como explicagdo para esse fato, a producdo de metabdlitos intermediarios
como resultado do processo de degradacao das frages do diesel e o periodo necessario para

readaptacdo dos microrganismos degradadores de HPAs (Cerniglia, 1984; Balba et al., 1998;
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Bento et al., 2003). E possivel que no intervalo do 73° e 101° dias também tenha ocorrido fato
similar, uma vez que no periodo subsequente ha um aumento no percentual de remogao nos
tratamento BE e BEBA.

Resultados similares foram observados por Bento et al. (2003). Segundo estes autores,
em seus estudos com solo contaminado por Oleo diesel, o maior percentual de remocéo
ocorreu na primeira semana de tratamento (7 dias), com significativos indices de
microrganismos degradadores de diesel, e comecou a decrescer também na segunda semana
(15° dia). Ainda, de acordo com os resultados observados por Bento et al. (2003), em funcéo
da remocdo dos HCs mais leves, e, portanto, mais rapidamente degradados, as populacdes
microbianas foram forcadas a usar os HCs mais recalcitrantes de modo menos eficiente,
provavelmente os aromaticos de alto peso molecular, reduzindo assim os indices de remocéo.

Os resultados apresentados na Tabela 36 correspondem estatisticamente ao 3° dia: F
= 350,854; p = 0,0003; no 10° dia: F = 74,968; p = 0,0027; no 17° dia: F = 8,385; p = 0,0591; no
24° dia: F = 6,231; p = 0,0855; no 45° dia: F = 37,652; p = 0,0075; no 73° dia: F = 0,659; p
0,5792; no 101° dia: Kruskal Wallis, H = 1,0000, p = 0,6065; no 129° dia: F = 14,707; p
0,0282.

A analise dos cromatogramas obtidos nos periodos de amostragem dos tratamentos

permitiu verificar qualitativamente os niveis de degradacao dos HPAs. A formacdo da UCM
(Unresolved Complex Mixture), ou seja, da mistura complexa ndo resolvida, observada nos
cromatogramas € fator indicativo da existéncia efetiva de degradacéo. Oleos em fase avancada
de degradacao apresentam cromatogramas com essa conformacdo em funcéo da perda de
alcanos lineares e outros componentes volateis, ficando assim as fracdes mais pesadas e
produtos da degradacao (Araudjo & Azevedo, 2004).

A Figura 30 apresenta os perfis cromatograficos (GC-MS) dos tratamentos estudados
(LF, BE e BEBA) do 3° e do Ultimo dia de incubacdo (129 dias). Percebe-se, claramente,
nessas ilustracdes a evolucdo da degradacdo nesse intervalo de tempo e a semelhanca mais

marcante entre os perfis obtidos em BE e BEBA no 129° dia.

CHAGAS-SPINELLI, A.C.O. Biorremediagéo... , 2007.



117

Cromanograma
LF 3° dia
! | Ihﬂm#' ; .
| I.E,_n--‘l-"'""l" J—LJ—LM_..::_:__
Cromatograma
BE 3° dia

il

Cromatagrama
LF 129° dia
!.m].l E
| i W‘n |
i L]
j E 15
L - b, §F §
Cromatograma
BE 129° dia

Cromatograma

BEBA 3° dia

Cromatograma

BEBA 129° dia

Figura 30. Perfis cromatograficos dos HPAs do solo contaminado com 6leo diesel nos tratamentos LF, BE e BEBA no 3° e 129° dias.
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¢ Remocao dos HPAs individuais
A Tabela 37 apresenta o percentual de remocao equivalente a concentragdo inicial e
final de cada HPA nos diferentes tratamentos. Todos os tratamentos estudados (LF, BE e
BEBA) apresentaram, nos 129 dias de incubacédo, altos indices de remocdo dos HPAs
individuais. Destaca-se que o acenaftleno (ACY), benzo(a)antraceno (BaA),
benzo(b)fluoranteno (BbF), dibenzo(a,h)antraceno (DBA) e o benzo(g,h,i)perileno (BGP) ndo
foram detectados no solo contaminado por 6leo diesel no presente estudo, portanto, na

seqliéncia, estdo discutidos onze dos dezesseis HPAs prioritarios abordados.

Tabela 37. Percentual de remoc¢éo dos HPAs presente no solo contaminado com 6leo diesel diante dos

diferentes tratamentos adotados nos 129 dias de incubagéo.

NUMERO ] BIOESTIMULO +
HPAS SIGLAS DE LANDFARMING | BIOESTIMULO BIOAUMENTO
ANEIS

Naftaleno NAP 2 100+ 0,0 Aa | 100,0 £0,0 Aa 100,0 +0,0 Aa
Acenaftileno ACY 2 ND ND ND
Acenafteno ACE 2 99,2+0,1Ba |100,00 +0,0 Aa 100,00 +0,0 Aa
Fluoreno FLU 2 94,6+ 0,9 Babc | 98,2+0,0 Aa 98,3 +0,2 Aab
Fenantreno PHE 3 79,6 +2,6 Be | 87,4+0,5Abc 88,3+0,3 Ab
Antraceno ANT 3 87,6 + 1,7 Ad 75,4 + 4,0 Ad 75,0 + 4,9 Ac
Fluoranteno FLT 3 87,3+0,4Ad | 85,4 +3,5Abc 88,6 + 1,1 Aab
Pireno PYR 4 90,3 +0,4 Abcd | 82,1+0,1 Bcd 72,7+1,9Cc
Benzo(a)antraceno BaA 4 ND ND ND
Criseno CHR 4 89,0+1,9 Acd | 81,4+0,3 Bcd 74,2+1,1Cc
Benzo(b)fluoranteno BbF 4 ND ND ND
Benzo(k)fluoranteno BkF 4 90,5+2,5Abcd | 93,4 +1,3 Aab 73,9+ 7,8 BC
Benzo(a)pireno BaP 5 90,9 +2,0 ABbcd | 83,2 + 4,1 Bed 95,1 +0,1 Aab
Indeno(1,2,3-cd)pireno | IND 5 952+1,0Aab | 92,8 +0,0 Aab 93,9 +1,9 Aab
Dibenzo(a,h)antraceno | DBA 5 ND ND ND
Benzo(g,h,i)perileno DGP 6 ND ND ND

NOTA: Diferentes caracteres (A, B, C, D, a, b, ¢, d) na linha indicam que ha diferenga significativa entre os tratamentos
testados (letras maiusculas) e entre os HPAs (letras minusculas) (Teste de Tukey, p < 0,05). ND — ndo detectado.

De acordo com o percentual de remocédo dos HPAs individuais no solo contaminado
com Oleo diesel, ao final do periodo de incubacdo, a maioria (sete HPAs dos onze
identificados) apresentou diferenca quanto ao tratamento adotado. Esse resultado demonstra
a interferéncia do tipo de tratamento adotado no percentual de remocdo dos HPAs
individualmente. A excecéo se deu para o naftaleno (NAP), antraceno (ANT), fluoranteno (FLT)
e indeno(1,2,3-cd)pireno (IND).

A presenca de nutrientes (BE) e de nutrientes acrescido de microrganismos (BEBA),
como incremento para remediagdo dos HPAs provenientes da contaminacédo do solo por éleo

diesel, mostrou-se similar e mais promissor do que o percentual de remo¢do na presenca
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exclusiva da aeracédo (LF): acenafteno (ACE), Kruskal Wallis, H =4,8, p = 0,0907; fluoreno
(FLU), F = 29,558, p = 0,0106 e fenantreno (PHE), F = 19,906, p = 0,0185. O tratamento BEBA
se mostrou mais eficiente na remocéo do benzo(a)pireno (BaP), seguido pelo tratamento LF e
BE (F = 10,353, p = 0,0450).

O benzo(k)fluoranteno (BKF), por sua vez, apresentou maior eficiéncia de remoc¢éo nos
tratamentos LF e BE do que no tratamento BEBA (F = 9,743, p = 0,0487). O pireno (PYR) e 0
criseno (CHR) apresentaram diferen¢ca na capacidade de remocdo para os trés tratamentos
diferentes, com a seguinte ordem de melhor remocéo: LF > BE > BEBA (PYR, F =119,481, p =
0,0014; CHR, F= 70,273, p = 0,0030).

De acordo com esses resultados, os HPAs com 2 e 3 anéis aromaticos (ACE, FLU e
PHE) foram mais facilmente degradados na presenca de incrementos com nutrientes (BE) e
nutrientes mais microrganismos (BEBA) do que apenas a aeracao (LF) para o tratamento do
solo contaminado com 6leo diesel. O antraceno (ANT) e o fluoranteno (FLT), também com trés
anéis, foram igualmente removidos pelos trés tratamentos testados.

Os HPAs com 4 anéis aromaticos, por sua vez, apresentaram degradacdo mais
eficiente a partir da aeracdo (LF), no caso do pireno (PYR) e do criseno (CHR), ou a partir da
adicao de nutrientes (BE), no caso especifico do benzo(k)fluoranteno (BKF).

Canals (2005), em seus estudos, também identificou resultados variados nos niveis de
remocdo dos HPAs individuais em relagdo aos incrementos introduzidos (tratamentos), com
resultados significativos especialmente na presenca de aeracdo. Apos 200 dias de tratamento
de solo contaminado por creosoto e com tratamentos similares ao da presente pesquisa
(semelhante a LF, BE e BEBA), este autor observou, para o acenafteno (ACE), fluoreno (FLU),
fenantreno (PHE), antraceno (ANT) e fluoranteno (FLT), que os percentuais de remoc¢é&o foram
independentes do tratamento adotado. Ou seja, que os tratamentos LF, BE e BEBA foram
igualmente responsaveis pela remocdo desses compostos. E, para os HPAs com maior
namero de anéis aromaticos como, por exemplo, para o pireno (PYR), o tratamento BE foi mais
promissor; para o benzo(a)antraceno (BaA) e o criseno (CHR) foi observado que o maior
percentual de remocao foi proporcionado pelo tratamento LF.

Alguns aspectos podem ser considerados como indicativos desse comportamento. No
caso dos HPAs mais leves (dois e trés anéis aromaticos), a presenca marcante de uma
microbiota nativa do solo capaz de degradar HCs, como observada no presente estudo (Sec¢éo
5.1.4), e o estimulo promovido pela adigdo de nutrientes e de microrganismos adaptados ao
Oleo diesel (BE e BEBA), pode ter incentivado a uma degradacédo mais efetiva desses HCs por
esses tratamentos. Como citado anteriormente, varios autores destacam que a microbiota
adaptada e em condi¢des 6timas tende a degradar e de modo muito eficiente, inicialmente os
HCs mais leves e s6 entdo podem fazer uso dos demais (Leahy & Colweel, 1990; Balba et al.,
1998; Amellal et al., 2001; Bento et al., 2003).

No entanto, esse procedimento tende a provocar a producao de intermediarios toxicos
gue podem reduzir ou inibir a atividade de microrganismos degradadores de HCs, também

como ja citado. Barahona et al. (2004) observaram que em um solo contaminado com 6éleo
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diesel, na mesma proporcdo do presente estudo (40 g.kg'l), foi detectado um aumento inicial
de microrganismos heterotréficos e degradadores de HCs, possivelmente, em fungcdo do
bioestimulo, contribuindo para que as populacdes adaptadas predominassem no meio
reduzindo a concentracdo de 6leo diesel. Entretanto, esses resultados também apresentaram
queda nesses parametros biolégicos com 55 dias de experimento, provavelmente, pela
reducdo dos nutrientes e pela producéo de efeitos téxicos.

Desse modo, o tratamento LF pode passar a apresentar condi¢Bes significativamente
mais favoraveis na manutencdo do processo degradativo, inclusive, dos poliaromaticos com
maior nimero de anéis benzénicos, e tornar-se téo eficiente, para alguns HPAs individuais,
gquanto os demais tratamentos. Além disso, varios relatos tém indicado que o sucesso no uso
da técnica de bioaumento em ambientes contaminados pode ser irrelevante onde ja se
estabeleceu o equilibrio e a microbiota ja se encontra adaptada. Segundo esses estudos, tanto
0 bioaumento quanto o bioestimulo, podem nao acarretar aumento nas taxas de biodegradacéo
(Atlas, 1995a; Ghazali et al., 2004; Rizzo et al., 2003).

Segundo estudos, o landfarming (LF) é um efetivo processo de remediacdo para HPAs
volateis como o naftaleno (NAP), acenafteno (ACE) e acenatftileno (ACY) e, por certa extensao,
também para o fluoreno (FLU), fenantreno (PHE) e antraceno (ANT) que, apesar de nao
volateis, sdo sujeitos a fotooxidacdo. Esse tratamento pode ainda apresentar resultados
favoraveis para hidrocarbonetos poliaromaticos maiores, uma vez que a aeracao favorece o
crescimento da microbiota nativa (Balba et al., 1998; Huang et al., 2004).

A Figura 31 (a, b) ilustra o comportamento de remoc¢édo dos HPAs individualmente. E
possivel observar que na maioria dos poliaromaticos ha uma redugdo crescente e bem
marcada em suas concentracdes até o 17° dia de incubacdo e mais gradativa nos dias
subseqiientes. Como ja citado anteriormente, o comportamento é conhecido como “taco de
hockey” (Alexander, 1999; Canals, 2005).

N&o foi possivel quantificar a velocidade de decaimento de todos os HPAs estudados
e/ou em todos os trés tratamentos testados (LF, BE e BEBA). Os poliaromaticos fenantreno
(PHE), antraceno (ANT), fluoranteno (FLT), pireno (PYR) e benzo(a)pireno (BaP),
apresentaram oscilagdo na concentragdo, ndo apresentando um padrdo de comportamento
linear. No 10° dia de experimento, os HPAs apresentaram concentracdo mais elevada que o 3°
dia e menor que o 17° dia, o que ndo permitiu uma interpretacdo segura dos resultados. A
oscilacdo observada na concentragdo dos HPAs ao longo dos tratamentos € esperada, visto
que esta também é uma funcdo de fenémenos de sorcdo e dessorcdo, além de refletir a
heterogeneidade do proprio solo.

O naftaleno (NAP), criseno (CHR), benzo(k)fluoranteno (BKF) e o indeno(1,2,3-
cd)pireno (IND) foram removidos em quase sua totalidade no primeiro intervalo de maior
velocidade de remocéo (K1), desse modo, ndo foi quantificada a velocidade de degradacéo K2
para esses compostos.

A Tabela 38 apresenta a velocidade de decaimento dos HPAs individualmente.
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Figura 31a. Evolugdo da concentragdo de HPAs durante os 129 dias de incubacéo nos tratamentos LF, BE e BEBA.
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Tabela 38. Velocidade de decaimento da remogéo dos HPAs individuais provenientes da contaminacéo do solo por éleo diesel nos diferentes tratamentos de biorremediagéo.

SIGLA | NUMERO LANDFARMING (LF) BIOESTIMULO (BE) BIOESTIMULO + BIOAUMENTO
HPAS DE ANEIS (BEBA)
K1 K2 K1 K2 K1 K2
Naftaleno NAP 2 0,1053+ 0,0 A - 0,1062 + 0,0 A - 0,1053 + 0,0 A -
Acenafteno ACE 2 0,2465 + 0,0 A 0,0092 + 0,0 a 0,2403 + 0,0 A 0,0106 +0,0 a 0,2562 + 0,0 A 0,0082 + 0,0 a
Fluoreno FLU 2 0,5182 + 0,0 B 0,0254+0,0 a 0,5241 +0,0 B 0,0285 +0,0 a 0,5553+ 0,0 A 0,0238+0,0 a
Fenantreno PHE 3 1,6379+0,1 0,0690 + 0,0 NPQ NPQ NPQ NPQ
Antraceno ANT 3 NPQ NPQ NPQ NPQ 0,2409 + 0,0 0,0022 + 0,0
Fluoranteno FLT 3 0,1485 + 0,0 0,0021 + 0,0 NPQ NPQ NPQ NPQ
Pireno PYR 4 NPQ NPQ NPQ NPQ 0,2503 + 0,0 0,0048 + 0,0
Criseno CHR 4 NPQ NPQ 0,4044 +0,0 A - 0,3900 + 0,0 A -
Benzo(k)fluoranteno BKF 4 NPQ NPQ 0,4800 + 0,0 A - 0,4574+£0,0B -
Benzo(a)pireno BaP S NPQ NPQ 0,2932 +0,0 0,0059 0,0 NPQ NPQ
Indeno(1,2,3-cd)pireno IND 5 0,3491 +0,0 B 0,0011 +0,0 0,3503 + 0,0 AB - 0,3526 +0,0 A -

NOTA: Diferentes caracteres (A, B) nas colunas indicam que ha diferenca significativa entre os tratamentos testados: letras mailsculas para K1 e mindsculas para K2 (Teste de Tukey, p < 0,05). K1
periodo compreendido entre 0 e 0 17° dia e K2 entre 0 17° e 129° dia. NPQ — n&o foi possivel quantificar. (-) velocidade ndo quantificada em funcéo de a remocao total ter ocorrido no periodo
compreendido entre 0 e o 17° dias (K1).
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O naftaleno (NAP) e acenafteno (ACE), HPAs com dois anéis aromaticos, foram
completamente degradados nos primeiros 17 dias de incubacédo (K1) com a mesma velocidade de
remocéo em todos os tratamentos (NAP, ANOVA: F = 1,000, p = 0,4648; ACE, ANOVA: F = 3,260, p
=,0,1769).

O naftaleno, como esperado, apresentou o maior percentual de remocdo para todos os
tratamentos estudados (Tabela 37). Isso decorre da alta volatiidade caracteristica desse
poliaromatico. Este HPA apresenta menor ponto de ebuligdo, atingindo o estado gasoso somente a
218°C e tempo de vida médio de 70 dias em solo (Tabela 15). Além disso, encontra-se mais sujeito a
sofrer efeitos de processos fisico-quimicos, tais como volatilizagéo e foto-oxidagdo do que processos
biolégicos (Bento, 2005).

O fluoreno (FLU), também com dois anéis aromaticos, por sua vez, apresentou uma maior
velocidade de remocdo (K1) no tratamento com nutrientes e microrganismos (BEBA) do que nos
tratamentos com nutrientes (BE) e somente com aeracdo (LF) (p < 0,05). Essa diferenca de
velocidade permitiu que, ao final do experimento, o maior percentual de remocao fosse alcancado
pelo tratamento BEBA (98,3%). No segundo intervalo de remocédo (K2), o tratamento BE apresentou
velocidade de remocé&o do fluoreno (FLU) um pouco maior do que a dos demais tratamentos, o que
pode ter permitido que este tratamento apresentasse, também ao final do experimento, remocao
similar a alcancada por BEBA (remocéo final de BE, 98,2%; remocao final de BEBA, 98,3%) (Tabela
37).

O fenantreno (PHE), HPA com trés anéis aromaticos, apresentou cinética de remocéo
superior a 93,6% maior que a dos demais HPAs (Tratamento LF, Tabela 38), o que sugere uma
microbiota mais favoravel para a degradacdo deste. A cinética de degradacdo do criseno (CHR),
poliaromatico de quatro anéis, foi afetada semelhantemente nos tratamentos BE e BEBA.

No caso do indeno(1,2,3-cd)pireno (IND), HPA com cinco anéis aromaticos, houve uma
semelhanga entre as velocidades de remocao, sendo um pouco mais rapida em BEBA do que em LF
e ambos semelhantes a BE (F = 10,182, p = 0,0460). A velocidade de decaimento, por sua vez, no
segundo intervalo de remocéo (K2) para esse composto, so foi quantificada em LF, j& que a remocao
em BE e em BEBA foi completa no primeiro intervalo de remocéo (K1). Esses resultados permitem
inferir que os HPAs com maior nimero de anéis aromaticos foram mais amplamente removidos
quando havia condicdes de manter a degradacdo mais prolongadamente, fato aparentemente
possivel em LF.

Esses resultados reforcam as observacfes encontradas nos testes de toxicidade do presente
estudo (Secdo 5.4), onde os niveis de toxicidade letal e sub-letal se mantiveram mais altas em BE e
BEBA do que em LF, provavelmente em fungdo da producdo de intermediarios téxicos nos

tratamentos com introducdo de nutrientes e microrganismos.
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« Concentragao de HPAs no solo apés tratamentos

Os niveis de HPAs alcancados apds a execucdo dos tratamentos (LF, BE e BEBA) foram
avaliados tomando como base os limites estabelecidos pela CETESB Resolucao 314 (2005) e pela
Norma Holandesa.

Os limites da Norma Holandesa foram utilizados uma vez que, considerando a falta de
consenso sobre o limites permitidos para HPAs em solo na literatura mundial, essa norma apresenta
niveis mais estreitos de permissividade para os poliaromaticos testados (Tabela 14). Na auséncia de
limites de toleréncia para alguns HPAs ndo determinados pela Norma Holandesa, foi utilizado os
limites indicados pela CETESB (2005) (Tabela 11).

De acordo com o limites estabelecidos para solos em areas urbanas e industriais (CETESB e
a Norma Holandesa), os niveis de remoc¢édo dos 16 HPAs investigados foram bastante favoraveis,
ficando todos abaixo dos niveis aceitaveis e de risco para a saude humana, com excecdo do
benzo(a)pireno e o criseno. Ressalta-se, no entanto, que, segundo a CETESB, as concentracfes
finais do fenantreno, antraceno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno e indeno(1,2,3-cd)pireno ficaram
acima dos valores de prevencédo (VP), portanto, merecendo ainda atencéo ja que indicam valores
prejudiciais a qualidade do solo.

O benzo(a)pireno € um dos HPAs de maior preocupacdo mundial. Composto com cinco anéis
aromaticos, que constitui um dos HPAs mais estudados devido a sua elevada toxidade, sendo
considerado cancerigeno, genotdxico, teratogénico e embriotéxico (Bento, 2005).

De acordo com os niveis genéricos indicados pela Norma Holandesa, esse composto nao
deve ser detectado em areas urbanas ou industriais. No presente trabalho, os niveis iniciais de
contaminagédo apresentados para um solo argiloso, sugerindo derrame de 6leo diesel, foram de 5,19 +
0,0 pg.g'l. A reducdo mais significativa apresentada ao final de 129 dias de experimento ocorreu no
solo tratado através da adicdo de nutrientes e microrganismos (BEBA), alcancando 0,26 + 0,0 ug.g™.
Na seqiiéncia, o tratamento com exclusiva aeracdo (LF) apresentou concentracdo final duas vezes
maior que o anterior, com 0,48 + 0,1 pg.g" e o tratamento com acréscimo de nutrientes (BE),
apresentou concentracgao trés vezes maior que o primeiro, cerca de 0,87 + 0,2 ug.g™* do composto.

Segundo a Norma Holandesa, o criseno (CHR), poliaromatico de quatro anéis aromaticos,
deve apresentar concentragdo maxima de 55 ug.g'l, para area industrial, e de 1,5 pg.g'l, para area
urbana. No solo do presente estudo, a concentracdo inicial quantificada foi de 8,39 + 0,0 ug.g'l,
portanto, maior que o permitido para area urbana. Ao final do experimento, os niveis alcancados se
mantiveram acima do permitido para a area urbana no solo tratado com nutrientes e microrganismos
(BEBA) e nutrientes (BE), com concentracdes de 2,17 + 0,1 pg.g” e 1,57 *+ 0,0 pg.g’,
respectivamente. Apenas o solo tratado com aeracao (LF) apresentou niveis aceitaveis (0,92 + 0,2
Mg.g").

Desse modo, de acordo com os resultados observados, a identificagdo do tratamento mais
adequado para a remoc¢ao dos HPAs, depende do critério usado para essa avaliagdo. Analisando o
>HPAs se pode concluir que o acréscimo de nutrientes (BE) ou de nutrientes mais microrganismos
(BEBA) nao representou diferenca significativa em relacdo aos indices de remocao alcancados pelo

tratamento que utilizou apenas aeracdo (LF) (Figura 28). Esses resultados sugerem que o tratamento
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LF seria o mais adequado. No entanto, avaliando individualmente os HPAs, apesar da significativa
remoc&o promovida pelo tratamento LF, este ndo foi o tratamento mais eficiente para todos os HPAs.
No caso especifico do benzo(a)pireno (BaP), poliaromatico de extrema preocupacédo para a saude
humana, cujo valor indicado é zero segundo a Norma Holandesa, a presenca de nutrientes e
microrganismos (BEBA) foi importante para a remocdo de 95% desse composto ao final de 129 dias.
O acréscimo de nutrientes (BE) removeu 83% e o tratamento com aeracao apenas (LF) removeu 91%
desse poliaromatico. A concentracdo alcangada, ao final do experimento, em BEBA foi 46% menor do
que a atingida pelo tratamento LF e 70% menor do que a remog¢éo observada em BE.

Esses resultados reforcam uma tendéncia mundial para avaliagdo mais criteriosa dos
contaminantes presentes e das condi¢Bes locais para efetuar o processo degradativo (microbiota
nativa, tipo de solo), tomando como base a remocéo, especialmente, de compostos considerados de

risco mais representativo (uso de composto-alvo) (Huang et al., 2004; Canals, 2005).

5.3 SORCAO DO NAFTALENO DURANTE OS TRATAMENTOS DE REMEDIAGCAO

5.3.1 Implantacdo da guantificacdo do naftaleno por CLAE

A Tabela 39 apresenta, em detalhe, as condi¢cdes analiticas que proporcionaram o melhor
ajuste para quantificacdo do naftaleno por CLAE e a Figura 32, por sua vez, apresenta um dos

exemplos dos cromatogramas obtidos da inje¢do da solucdo-padrédo de naftaleno.

Tabela 39. Condi¢Ges analiticas do CLAE para quantificacdo do naftaleno.

PARAMETROS CONDICAO
Detector de Fluorescéncia (FLD) Nexcitagio 280 NM € Agmjssao 330 NmM
Fluxo da fase movel 0,5 ml.min’
Eluicdo isocratica 20% H,0 e 80% ACN
Temperatura da coluna 30°C
Sensibilidade do detector 8
Tempo de andlise 5 minutos
Volume injetado 5 puL
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FLD1 A, Ex-250, Em=330 (NAF CB\NAFO0004.0)

Figura 32. Cromatograma da solucéo-padrédo de naftaleno por CLAE (FLD).

5.3.2 Validacdo do método para andlise do naftaleno

+ Seletividade

No presente estudo, a partir da comparacao entre o branco da matriz e a solucéo padrédo de
naftaleno, ndo foi observado no cromatograma do branco (Figura 33) nem um outro sinal similar ao do
naftaleno e no mesmo tempo de retencdo deste, além do sinal proveniente do ruido do detector
(Figura 32).

Esse resultado sugere que o método utilizado para quantificacdo do naftaleno (NAP) através
de CLAE ndo apresenta interferentes similares a substancia analisada na matriz estudada (solo).
Desse modo, o método foi considerado seletivo.

FLD1 A, Bx=280, Em=330 (HAF C18\NAFOD00Z.D)
FLEA A, Ex=230, Em=230 (HAF CASINAFDDDD.B)
FLD1 A, Ex=280, Em=330 (HAF C16\NAFDD00Z.0)

Figura 33. Cromatograma obtido a partir da injecdo de trés amostras do branco do solo argiloso estudado

(branco). As diferentes amostras estéo indicadas pelas cores vermelho, azul e verde.
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» Linearidade e faixa de aplicacdo

A equacao da reta e o coeficiente de correlagdo obtidos a partir da injecdo das seis
concentracdes da curva do naftaleno (1,5; 3; 4,5; 9; 15 e 30 mg.L™), sugerem que 0s pontos estio
bem ajustados a reta média (Figura 34). O coeficiente de correlacdo alcancado entre o sinal e a
concentracdo ou massa do composto de interesse, foi de 0,99988, indicando que ha uma baixa
dispersédo do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de regressao
estimados. A equacédo obtida foi Y = (59,8 £ 0,5) X + (17 % 8).

181

Maftalena, FLD1 A
Area = B0 06227477 Amt +12.781445

Area |
2000 —| Rel. Res%(1) -5.787

1750 —:
1500 —:
1250 {
1000 —i
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L Correlation: 0.89025

!
0 5 10 15 20 25 30 Amount{marl]

done

Figura 34. Reta analitica obtida da inje¢do de pontos da solu¢do-padrao do naftaleno.

Avaliando-se a distribuicdo dos pontos entre o intervalo da reta média e a faixa linear obtida
entre 95 e 105%, apresentados na Figura 35, foi possivel observar que todos os pontos encontravam-
se dentro da faixa do erro permitido de * 5%. Desse modo, foi possivel concluir que na faixa de

trabalho, o método foi considerado com expressiva linearidade.
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70 o Determinagé&o da faixa linear de trabalho
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Figura 35. Determinacdo grafica da curva de linearidade por meio da razdo sinal/concentragdo versus a

concentracdo em escala logaritimica obtida da inje¢cdo de pontos da solu¢do-padrdo do naftaleno.

* Preciséo

A precisdo do método analisado, avaliada através da quantificacdo em triplicata de trés
concentracdes distintas (3; 9 e 30 mg.L™), apresentou desvio padréo relativo (RSD) de suas areas de
cada concentracdo menor do que 2% (RSD < 2%). Portanto, o método foi considerado preciso.

Os resultados obtidos estdo sumarizados na Tabela 40.

Tabela 40. Parametros para avaliagdo da precisdo do método para quantificagcdo do naftaleno.

TESTES AREA RSD / PRECISAO
(n=23)
1(3mg.L? 193,3+0,7 0,4 %
2(9mg.Lh 559,7 +0,8 0,1%
3(30 mc_;.l_’l) 1802 + 4 0,2 %
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A avaliacdo da exatiddo do método foi realizada através por meio da injecdo em triplicata de

trés concentracdes (3; 9 e 30 mg.L™") e os resultados obtidos dos cromatogramas foram comparados

com os valores aceitos como verdadeiros (concentracdo conhecida).

Os resultados estédo apresentados na Tabela 41 e indicam que o método desenvolvido para a

guantificacdo do naftaleno se mostrou com niveis consideraveis de exatiddo, proximas a 100%.

Tabela 41. Pardmetros para avaliagdo da exatiddo do método para quantificacdo do naftaleno.

TESTES CONCENTRACAO CONCENTRACAO EXATIDAO
CONHECIDA OBTIDA (%)
(mg.L) (mg.L) (n=3)
1(3mg.L") 3,00 3,00 + 0,01 100%
29 mg.Lh 9,00 9,11 + 0,01 99%
3 (30 mg.L‘l) 30,00 29,78 +,0,07 99%

e Limite de deteccéo

O método usado para determinacdo do LD foi o método baseado em parametros da curva

analitica, ou seja, foi utilizado o desvio do coeficiente angular e o coeficiente angular da reta, ambos

obtidos através da curva analitica. O LD obtido foi de 0,003 mg.L™.

e Limite de quantificacdo

O LQ obtido através dos parametros da curva analitica alcangou concentragdo de 0,10 mg.L’

LA injecdo dessa concentracdo em CLAE apresentou resultados coerentes uma vez que foi possivel

guantificar com precisdo analitica uma concentragcdo minima de naftaleno de 0,10 + 0,05 mg.L'l

CHAGAS-SPINELLI, A.C.O. Biorremediacao... , 2007.



5.3.3 Comportamento sortivo do naftaleno durante os tratamentos de remediacao

131

5.3.3.1 Definicdo do modelo de sorcdo adequado para os tratamentos testados

Para o presente estudo, os trés modelos comumente utilizados para representar o

comportamento sortivo de compostos hidrofobicos, como os HPAs, (Freundlich — Xing, 1997; linear ou

particdo constante (C) — Xing, 1997; e Langmuir (L) - Limousin et al., 2007) foram avaliados. O

naftaleno (NAP), utilizado como referéncia dos poliaromaticos no solo em estudo, foi testado nos

tratamentos LF, BE e BEBA e no periodo de incubagdo correspondente ao 10°, 45° e 129° dias. As

Figuras 36 (a, b), 37 (a, b) e a Tabela 42 (a, b, ¢) apresentam os ajustes e 0s resultados obtidos.

Tabela 42a. Dados de regressdo provenientes do ajuste de sorcdo do naftaleno (NAP), nos modelos linear,

Freundlich e Langmuir, no 10° dia de incubagédo nos tratamentos LF, BE e BEBA.

FREUNDLICH MODELO LINEAR LANGMUIR
TRATAMENTOS Cs = Kg + CwW" Cs =Kq*Cw Cs=b K Cw/1+K . Cy
Kr Ka
10° dia do experimento | (mg.g™) (Lmg)"| N R? (L.g™h) R’ K. b, Chi?
LF 0,042 1,185 | 0,95 0,06098 0,93 | N&o representou adequadamente
BE 0,069 0,871 | 0,96 0,05925 0,96 os resultados experimentais.
BEBA 0,051 1,066 | 0,99 0,05775 0,99

Tabela 42b. Dados de regressdo provenientes do ajuste de sor¢cdo do naftaleno (NAP) nos modelos linear,

Freundlich e Langmuir no 45° dia de incubacado nos tratamentos LF, BE e BEBA.

FREUNDLICH MODELO LINEAR LANGMUIR
TRATAMENTOS Cs = KF + CWN Cs :Kd*Cw Cs:bLKLCw/1+KLCW
Kr
45° dia do (mg.g™) Kq

experimento | (L.mg™")" N R’ (L.gh R’ Ky by Chi®
LF 0003 | 0744 | 096 005332 | 0,80 | 0,18222 | 0,69143 | 0,00169
BE 0,052 0,780 0,99 0,03419 099 | Nao representou adequadamente
BEBA 0,056 0,702 0,94 0,03327 0,96 os resultados experimentais.
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Tabela 42c. Dados de regressdo provenientes do ajuste de sor¢cdo do naftaleno (NAP) nos modelos linear,
Freundlich e Langmuir no 129° dia nos tratamentos LF, BE e BEBA.

FREUNDLICH MODELO LINEAR LANGMUIR
TRATAMENTOS Cs=Keg + CW" Cs =K¢*Cw Cs=b K Cw/1+K Cy
Ke Kqd
129° dia do experimento | (mg.g™) (L.mg")"| N | R? (L.gh) R? K. by Chi
LF 0,058 094 10,98| 005134 |0.98 N&o representou adequadamente
BE 0,069 0,87 |0,96| 0,01862 0,87 os resultados experimentais.
BEBA 0,016 1,02 | 0,83 0,01935 0,87

Destaca-se que o modelo de Langmuir ndo se mostrou adequado para o ajuste dos dados
experimentais nos tratamentos estudados. Esse resultado sugere que o processo adsortivo do
composto em questdo (NAP) ndo sorve em superficies homogéneas com igual energia e que,
provavelmente, ndo houve limitagdo no nimero de sitios de sorcao, indicado pelo parametro b, de
seu modelo (Laak, 2005). Desse modo, ndo havera uma discusséo dos ajustes resultantes.

O melhor ajuste dos dados foi obtido através do modelo de Freundlich, constatado pelos
valores de R? (Tabela 42 a, b, c e Figura 36 a, b). A excecdo se deu apenas para o tratamento BEBA
no 129° dia (R® = 0,83). Esse tratamento, nesse periodo de incubacado, apresentou comportamento
atipico para todos os modelos testados e o uso de um modelo exclusivo para essa situacédo, nao
permitiia a comparacdo proposta entre os coeficientes de sor¢cdo obtidos nos intervalos e nos
tratamentos testados. Portanto, apesar de o coeficiente de correlacdo (Rz) mais baixo, este dado foi
tratado dentro do modelo de melhor ajuste para os demais.

O modelo de Freundlich tem sido freqientemente usado na literatura para representar o
comportamento de compostos organicos hidrofébicos (COHS) e retrata bem a distribuicdo e o0 nimero
de sitios de energéticos do solo. O modelo tem o parametro N como ordem da reacéo (Levenspiel,
2000; D’'Agostinho & Flues, 2006; Limousin et al., 2007).

A Figura 36 (a, b) apresenta os ajustes obtidos por esse modelo.
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Os valores de N, de maneira geral, indicam que a sor¢do ocorre com alta dependéncia da
concentracao do contaminante na solugdo do solo, quando estdo proximos a unidade; ou baixa
dependéncia quando ndo (OECD TG 106, 2001; Laak, 2005). Essa relacdo ainda pode depender da
natureza da M.O. presente: valores de N menores do que 1 podem indicar que os sitios de ligacdo do
solo com a molécula sdo limitados e que, a medida que a concentracdo da molécula em solucao
aumenta, estes sitios vdo sendo saturados progressivamente (Xing, 1997; Damin, 2005). Esses
resultados costumam apresentar isotermas do tipo ndo-linear, também muito caracteristicas da
sor¢do de COHs no solos (Damin, 2005; Farenhorst, 2006).

No entanto, apesar dos coeficientes de correlagdo expressivos (RZ), como o observado no
presente trabalho, os dados de regressdo de Freundlich podem apresentar limitacdo para uma
comparacao segura dos coeficientes de sorcdo, caso haja valores de N diferentes entre si (Xing,
1997; Farenhorst, 2006). A variacdo desse parametro pode implicar em unidades diferentes de K¢
para cada tipo de solo.

Nos tratamentos adotados no presente estudo, durante os intervalos de incubacéo, o valor de
N variou de 0,7 a 1,2 (Tabela 42 a, b, c, Figura 36 a, b), sugerindo que o nimero de sitios de ligacédo
disponiveis também sofreu alteragdo. Isso pode ter decorrido de uma série de interagdes quimicas no
solo resultantes do processo de degradacdo de compostos provenientes da contaminagdo por 6leo
diesel.

Pesquisas realizadas tém sugerido como alternativa para valores de N diferentes, que quando
estes estiverem proximos da linearidade, ou seja, entre 0,7 < N < 1, podem ser expressos através de
uma relacao linear e o coeficiente de sor¢cdo pode ser estimado através do coeficiente de particdo
constante (Ky), reduzindo assim os erros envolvidos (Barizon, 2004; OECD TG 106, 2001). Essa
alternativa foi a adotada no presente estudo e, portanto, o comportamento sortivo avaliado no
presente trabalho foi expresso pelo coeficiente linear, ilustrados na Figura 37 (a, b), Tabela 42 (a, b,

c) e na Secéo 5.3.3.2.

CHAGAS-SPINELLI, A.C.O. Biorremediacao... , 2007.



0,6

0,54

0,4

Cs (mg.L?)
o
3

o
N
1

0,14

0,0 T

Landfarming (LF) - 10° dia de incubag&o

- = Dados experimentais
C,=K,*C,
R*=093
Kd = 0,06098 + 0,00646

0,6

0,5

0,4

s (mg.LY)

O 0,2

0,1 n

0,0 T

2 3 4 5 6 7 8

Cw (mg.g™)

Landfarming (LF) - 45° de incubag&o

= Dados experimentais
C.,=K,*C,
R*=0,89
Kd = 0,05332 £ 0,00724

T T T T T T T T 1
2 3 4 5 6 7 8 9 10

Cw (mg.g™)

Cs (mg.L™)

Cs (mg.L")

Bioestimulo (BE) - 10 ° dia de incubagéo

- = Dados experimentais
C.=K,*C,
R*=0,96
Kd = 0,05925 + 0,00456

00 T T T T T T .
2 3 4 5 6 7 8
Cw (mg.g”)
Bioestimulo (BE) - 45 ° dia de incubag&o
0,39
L]
0,2
L]
L]
0,1 . .
= Dados experimentais
C.=K,*C,
R®=0,99
Kd = 0,03419 +0,00125
00 T T T T T T .
0 2 3 4 5 6 7 8

Cw (mg.g”)

Cs (mg.L?)

Bioestimulo + Bioaumento (BEBA) - 10

Cw (mg.g”)

Bioestimulo + Bioaumento (BEBA) - 45

° dia de incubagéo

136

0,31
02 "
kN .
=3
E
8
017 = Dados experimentais
(] Cs = Kd * Cw
R®=0,99
Kd = 0,05775 + 0,00234
0,0 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

¢ dia de incubag&o

0,3
L]
0,2
L]
017 = Dados experimentais
- Cs = Kd * Cw

R’=0,96

Kd = 0,03327 +0,00244
00 T T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8

cw (mg.g™)

Figura 37a. Isotermas de sorcdo do naftaleno (NAP) obtidas no 10° e 45° dias dos tratamentos LF, BE e BEBA ajustadas pelo modelo de linear.

CHAGAS-SPINELLI, A.C.O. Biorremediacao

..., 2007.



137

. . . o . =
. ., . . ~ + -
. Landfarming (LF) - 129° de incubago Bioestimulo (BE) - 129 ° dia de incubagio Bioestimulo + Bioaumento (BEBA) - 129 ~ dia de incubagao
' 0,37 0,39
- L]
0,54
044 02 02
—~ n
ol Eml En
S 0.3 = =}
£ £ ) £
8 02 d i i 3 L] 8
& L] - - . .
o KDf\cos experimentais 01 = Dados experimentais 01 N = Dados experimentais
s T Nd w L] C =K, *C Cs:Kd*Cw
. 2 _ s d W
01 R'=098 R= 087 - R*=0,87
Kd = 0,05134 + 0,00219 - Kd = 6,01862 +0,00301 . Kd = 0,01935 + 0,00299
0.0 T T T T T T T T T 1 0,0 +— T T T T T T T T T T 1 0,0+ T T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Cw (mg.g")

cw (mg.g™) Cw (mg.g”)

Figura 37b. Isotermas de sor¢éo do naftaleno (NAP) obtidas no 129° dias dos tratamentos LF, BE e BEBA ajustadas pelo modelo de linear.

CHAGAS-SPINELLI, A.C.O. Biorremediagéo... , 2007.



138

A explicacdo para o ajuste linear da isoterma para esses tipos de compostos (COHSs) é que
estes tendem a ser adsorvidos dentro de uma parte hidrofébica da M.O.. Assim, a sor¢éo pode ser
freqiientemente bem justificada por este parametro (Schmidt, 2004). Extensivos estudos tém relatado
que a sorcdo de contaminantes orgéanicos hidrofébicos, no sistema solo-agua, é governada por um
mecanismo onde as moléculas desses compostos se distribuem dentro da M.O. do solo,
especialmente, através das forcas de van der Waals (Gao et al., 2006). A sor¢do desses compostos é
entdo controlada pela afinidade com a M.O., tornando assim possivel explicar o comportamento
sortivo (D’Agostinho & Flues, 2006; Limousin et al., 2007; Schmidt, 2004).

No caso especifico dos HPAs, o coeficiente de sorcdo obtido linearmente, tem sido muito
utilizado para avaliar a sorcdo em amostras de solo, a exemplo de experimentos realizados com o
naftaleno (Xing, 1997) e o fenantreno (Gao et al., 2006).

No presente estudo, em fun¢do dos significativos niveis de C,q (Tabela 43 a, b, ¢c) e a
provavel variacdo de sua natureza, em decorréncia do processo de degradacdo, bem como, a
introducao de incrementos por meio do bioestimulo e do bioaumento, o coeficiente de particao, Ky, foi
normalizado pelo teor de C,q presente no solo (K.). Esse procedimento permitiu uma comparagao
mais coerente entre o comportamento sortivo diante das condi¢8es locais (Vieira et al., 1999; OECD
TG 106, 2001; Allen King et al., 2002; Chiou, 2003; Limousin et al., 2006). O K,. é conhecido como
coeficiente de distribuicio de uma dada substancia por unidade de C,y usado para comparar

adsorcdes relativas no solo (Vieira et al., 1998).

5.3.3.2 Coeficientes de sorcdo dos tratamentos testados

As Tabelas 43 (a, b, c) apresentam os parametros derivados do modelo linear ou de particao
constante, entre eles, os coeficientes de distribuicdo, Ky e K., determinados a partir do ajuste linear
entre as concentragdes do composto estudado no solo e em solugéo, C¢/C,. Além disso, sdo também
apresentados os coeficientes estimados por correlagbes empiricas obtidas na literatura (K4 teérico).
Os valores de K, teoricos foram obtidos do produto correspondente a média do K,. para o naftaleno
(Koe = 1.231 L.kg™), indicada pela USEPA (2004a), e as fracdes de Corg (foc) de cada tratamento ao
longo dos periodos testados.

O objetivo de comparar os dados obtidos experimentalmente com os apresentados na
literatura é avaliar a adequacao desses Ultimos a realidade local, bem como estimar valores de

persisténcia e mobilidade, como instrumento para avaliagéo de risco.
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Tabela 43a. Valores experimentais do coeficiente de distribuicdo (Kq) do naftaleno (NAP), das amostras de solo

nos tratamentos LF, BE e BEBA no 10° dia, e teéricos com base nos dados de Ky. da USEPA.

EXPERIMENTAL TEORICO
FATOR ESTIMADO/
Corg foc Kq Koo Kq EXPERIMENTAL
10° DIA (9.kg ™) (kg.kgD) | (Lkgh) | (Lkg®h (L.kg™)
LF 47,9 0,048 60,1 Aa |1254,7 Ab 59,0 0,981
BE 45,4 0,045 59,3 Aa |1306,2 Aa 55,9 0,942
BEBA 45,5 0,046 57,8 Aa | 1270,3 Aa 56,0 0,969

NOTA: Kg esrico = Koc*foc. Ko = 1231L.kg™ (USEPA 2004a) e foc = kg de Corg-kg ™ de solo. As letras mailsculas iguais indicam
gue nao ha diferenca significativa entre os tratamentos testados e as minlsculas que ndo ha diferenca entre os dias testados
para cada tratamento (Teste de Tukey, p < 0,05), n =5.

Tabela 43b. Valores experimentais do coeficiente de distribuicdo (K4) do naftaleno (NAP), das amostras de solo
nos tratamentos LF, BE e BEBA no 45° dia, e teéricos com base nos dados de K,c da USEPA.

EXPERIMENTAL TEORICO
FATOR ESTIMADO /
Corg foc Ka Koo Ka EXPERIMENTAL
45° DIA (9.kg™) (kgkg?) | (L.kgh) (L.kg™) (Lkg™)
LF 39,3 0,0393 | 53,3Aa | 1356,2Aa 48,4 0,908
BE 35,5 0,0355 | 34,2 Bb 963,4 Ba 43,7 1,278
BEBA 34,7 0,0347 | 33,3Bb 959,7 Ba 42,7 1,283

NOTA: Kg tesrico = Koc*foC. Koe = 1231L.kg" (USEPA 2004a) e foc = kg de C(,,g.kg'1 de solo. As letras mailsculas iguais indicam
gue néo ha diferenca significativa entre os tratamentos testados e as minusculas que ndo ha diferenca entre os dias testados
para cada tratamento (Teste de Tukey, p < 0,05), n =5.

Tabela 43c. Valores experimentais do coeficiente de distribuicdo (Kq) do naftaleno (NAP), das amostras de solo

nos tratamentos LF, BE e BEBA no 129° dia, e teéricos com base nos dados de Ko da USEPA.

EXPERIMENTAL TEORICO
FATOR ESTIMADO/
Corg foc Kq Koc Kq EXPERIMENTAL
129° DIA (9.kg ™) (kg.kg?) | (Lkg™h (Lkg™) (Lkg™)
LF 36,6 0,0366 | 51,3Aa | 1401,6 Aab 45,1 0,878
BE 32,6 0,0326 | 18,6 Bc 570,6 Bb 40,1 2,158
BEBA 31,5 0,0315 | 19,4 Bc 615,9 Bb 38,8 1,999

NOTA: Ky tesrico = Koc*foC. Ko = 1231L.kg" (USEPA 2004a) e foc = kg de Cc,,g.kg'1 de solo. As letras mailsculas iguais indicam
gue néo ha diferenca significativa entre os tratamentos testados e as minusculas que ndo ha diferenca entre os dias testados
para cada tratamento (Teste de Tukey, p < 0,05), n =5.
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Estatisticamente, de acordo com a Andlise de Variancia (p < 0,05), os tratamentos dados ao
solo contaminado com 6leo diesel promoveram diferenca significativa na capacidade sortiva deste
(Koc), mas somente a partir do 45° dia (Tabela 43 a, b, c).

No 10° dia ndo foi observada diferenca significativa na capacidade de sorcdo entre os
tratamentos (F = 0,433; p = 0,6582), apesar dos incrementos introduzidos em BE e BEBA. No 45° e
129° dias, por sua vez, o acréscimo de nutrientes (BE) e de nutrientes e microrganismos (BEBA)
implicaram em uma reducdo do coeficiente de sorcdo em relacdo ao tratamento apenas com aeracao
(LF) (F = 6,011; p = 0,0155 e F = 27,896; p = 0,0000, respectivamente). Estas analises estado
expressas por caracteres, letras mailsculas, nas Tabelas 43 (a, b, c).

Ao longo do periodo de incubagdo (10° 45° e 129° dias), cada um dos tratamentos,
individualmente, apresentou diferengca entre o K, nos intervalos testados. O tratamento LF
apresentou K,. no 129° dia semelhante ao observado no 10° dia e 45° dia (F = 4,511; p = 0,0346). Os
tratamentos BE e BEBA apresentaram diferenca entre o 10° e 45° dias em relacdo ao 129° dia, esse
Gltimo com a menor capacidade adsortiva para ambos (F = 12,690; p = 0,0011 e F = 7,340; p =
0,0083, respectivamente). Estas andlises, por sua vez, estdo expressas por letras minisculas nas
Tabelas 43 (a, b, ¢) e representa a comparagdo estatistica dos dias de amostragem para cada
tratamento estudado.

Esses resultados sugerem que os tratamentos de biorremediacdo (BE e BEBA) promoveram
diferenca na capacidade sortiva do solo e que esta foi reduzida ao longo do periodo de incubacéao.
Uma possivel explicagdo para a diminuigdo dos valores de K,. € o chamado efeito priming, que se
refere a maior degradacdo da M.O. edéfica do solo na presenca de residuos organicos (Damin,
2005). A reducdo mais marcante nos tratamentos BE e BEBA, que apresentaram acréscimo de
nutrientes e nutrientes e microrganismos, em relacdo ao tratamento LF reforga essa hipotese.

Estudos com o benzo(a)pireno (BaP), poliaromatico de 5 anéis, confirmaram as interacdes
entre os HPAs e a matéria humica do solo, mas 0s processos com essa matriz complexa ainda nédo
estdo completamente conhecidos (D"Agostinho & Flues, 2006).

Essas observa¢cBes coadunam com os resultados obtidos no presente estudo. Os maiores
valores de Ky e K, foram encontrados no tratamento LF e os menores nos demais tratamentos (BE e
BEBA). Um dos aspectos que deve ser considerado é que o tratamento LF teve como incremento
apenas a aeracdo duas vezes por semana e o acréscimo de agua deionizada até 50% da CC, o que
poderia implicar em uma mudanga pouco ou menos significativa no teor e nas caracteristicas da M.O.
em relacdo aos incrementos dos tratamentos BE e BEBA (nutrientes e microrganismos).

Segundo estudos anteriores, isotermas de adsorcéo idénticas ocorrem em funcéo da mesma
qualidade e acessibilidade da M.O. do solo. Portanto, alteracdes na capacidade sortiva ocorridas em
uma mesma matriz podem estar relacionadas a diferentes qualidades ou geometria da M.O.
(Farenhorst, 2006).

No presente estudo, a relacdo entre o conteldo de M.O. do solo e o0 processo sortivo é
confirmada pela reducéo proporcional entre 0 Cyy € 0 Kyg. Do 10° ao 45° dia, o tratamento LF

apresentou redugéo de 18% de C,q4 e de 11% do Ky. No BE, a reducéo foi de 22% para o C,q € de
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42% para o Ky. No tratamento com introducdo de nutrientes e microrganismos, BEBA, a reduc¢éo de
Corg também ficou em torno de 24% e de 42% para o coeficiente linear de sorgéo.

Do 45° dia para o 129° dia, em LF, houve uma reducdo menos significativa de Ceyq, 7%,
relacionada também com uma pequena reducao do Ky que foi de 4%. Em BE e BEBA, por sua vez, a
redugdo do C,q também néo foi expressiva, de 8% a 9%, em relagdo ao 45° e 129° dias, mas a
reducdo do Ky continuou marcante, 46% e de 42%, respectivamente. Como citado, esses resultados
sugerem que ha uma estreita relagao entre o contetdo de M.O. e a capacidade sortiva do solo, e que
alteracdes na natureza da M.O., como o possivelmente ocorrido em BE e BEBA, podem alterar o grau
de sorcdo. Esses percentuais foram calculados com base nos dados apresentados na Tabela 43 (a,
b, c).

A Figura 38 (a, b, c) ilustra a relagédo estabelecida entre o teor de C,y € 0 coeficiente de
sorcdo Ky no periodo e em cada tratamento estudado Como o observado, o decréscimo do contelido
de C,4 foi acompanhado também por um decréscimo na capacidade sortiva do solo, especialmente,

nos tratamentos BE e BEBA.
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Figura 38 (a, b, ¢). Relagdo entre 0 Corg (g.kg’l) e o coeficiente de sorcdo (Kq) observada durante o 10°, 45° e

129° dias dos tratamentos LF (a), BE (b) e BEBA (c) aplicado ao solo argiloso contaminado por éleo diesel.
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Desse modo, de acordo com o observado, a capacidade sortiva do solo foi alterada durante
0s tratamentos, especialmente quando houve a introducédo de nutrientes (BE) e de nutrientes mais
microrganismos (BEBA). Esses resultados, provavelmente, associados ao estimulo a biodegradacéo,
reduzem os niveis de M.O. e alteram a natureza desta (humificacdo), promovendo um aumento na
disponibilidade do contaminante-teste (NAP). De modo geral, os contaminantes organicos
responderiam de modo semelhante, tornando-se assim mais ou menos disponiveis a degradacéo.

A Figura 39 (a, b, c) ilustra um dos pardmetros de remocéo testados, os O&G, e as alteracfes
da capacidade sortiva do solo nos tratamentos testados tomando como base o coeficiente de sorcédo
normalizado pelo Cqrg (Koc)-

Os percentuais removidos apresentados nos graficos se referem a remocdo relativa ao
periodo de incubacao anterior. Em LF, no 45° dia houve uma remocéo de 34% em relacdo ao 10° dia
de incubacdo e nao houve remocao entre o 45° e 129° dia. Esse tratamento apresentou pequena
variacdo do K. nos dias de incubacdo avaliados. Nos tratamentos BE e BEBA, por sua vez, onde
houve reducdo expressiva na capacidade sortiva do solo, os percentuais de remocdo alcancados
também se mostraram maiores. Em BE, a remocao entre o 10° e 45° dia foi de 36% e entre 0 45° e

129° dia foi de 20%. Em BEBA, a remoc&o no primeiro intervalo foi de 45% e no segundo foi de 36%.
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Figura 39 (a, b, c). Relacdo entre o conteido de O&G e o coeficiente de sor¢do normalizado pelo Corg (Koc)
observada durante o 10°, 45° e 129° dias dos tratamentos LF (a), BE (b) e BEBA (c) aplicado ao solo argiloso

contaminado por 6leo diesel.
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Para efeito de avaliagdo dos dados obtidos no presente estudo com os valores estimados da
literatura, os valores de Ky experimentais foram comparados com os valores de Ky obtidos pela
USEPA (2004a) (K4 tedricos). Esses dados estéo apresentados na Tabela 43 (a, b, c).

Os valores de Ky experimentais foram maiores do que os tedricos nos trés tratamentos, LF,
BE e BEBA, no 10° dia de incubacdo. Nos demais periodos, 45° e 129° dias, apenas para o
tratamento LF (Tabela 43 a, b, c). O valor experimental menor do que o estimado pode ser atribuido
ao bloqueio de sitios de sorcéo e o inverso pode ser atribuido a um maior nimero de sitios em aberto,
bem como a uma significativa afinidade do contaminante com a M.O. do solo (Ran et al., 2003;
Damin, 2005). O bloqueio no nimero de sitios e/ou menor afinidade com a M.O. podem entdo ser
sugeridos como possiveis responsaveis pela reducdo da capacidade sortiva em BE e BEBA no 45° e
129° dias.

No entanto, apesar de comum a comparacao entre os valores tedricos e experimentais, vale
ressaltar alguns aspectos. E preciso ser considerado que existe na literatura uma ampla variacdo dos
valores de K,. de um mesmo composto organico hidrofébico para diferentes tipos de solos. Tais
varia¢6es indicam porque o contedo de C, total de um solo ndo necessariamente avalia a natureza,
a localizacao e a composicao da MO que ira afetar os niveis efetivos de M.O. ativa capazes de sorver
contaminantes organicos néo idnicos. Existe evidéncia que algumas fracées da M.O. do solo, por
exemplo, podem ser inacessiveis para 0s contaminantes organicos se ele se associa dentro de
particulas humicas ou argilas agregadas, reduzindo o efeito da M.O. ativa no solo (D Agostinho &
Flues, 2006; Gao et al., 2006).

Outro dado importante é que existem poucas referéncias em solos naturais e praticamente
ndo existem referéncias de experimentos em amostras de solos tropicais, 0 que pode implicar em
uma predicéo errdbnea dos resultados quando comparados com os dados da literatura (D"Agostinho &
Flues, 2006). Por isso, como ja citada, ha a necessidade da obtencédo de dados mais proximos as
condicbes de estudo para uma predicdo mais segura dos riscos e escolha dos tratamentos mais
adequados em caso de contaminacdo. A CETESB tem como atual diretriz a estimativa de dados
locais (CETESB, 2001; 2005), inclusive de coeficientes de sorcdo (Kq e K,.) para solos tropicais que
auxiliardo significativamente no tratamento de areas brasileiras contaminadas. Sugere-se que essa
diretriz se extenda para diferentes regides do pais, tornando ainda mais local as avaliagdes de risco.

No presente estudo, a redugéo na capacidade sortiva do solo comparada aos valores teéricos
em BE e BEBA corrobora com o discutido anteriormente. Essa reducdo pode estar atrelada aos
maiores indices de remocédo da M.O., bem como a alteragdo da natureza desta, como produto da
acdo catabodlica. Esses resultados sugerem e reforcam a importancia dos tratamentos de
biorremediacdo como um processo que pode potencializar a biodisponibilidade de contaminantes

organicos hidrofébicos (Ex: producéo de biossurfactantes, alteracdes da M.O., etc.).
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5.4 TESTE DE TOXICIDADE DURANTE OS TRATAMENTOS DE REMEDIACAO

O teste de toxicidade, como citado anteriormente, exigiu a avaliacdo da adaptabilidade do
mesmo as condicdes da matriz testada: solo argiloso, em lugar de sedimento, matriz usada
originalmente para a espécie adotada. Desse modo, foi executado um primeiro teste com esse

objetivo, estando, portanto, o solo ainda livre da contaminacéo por 6leo diesel.

5.4.1. Teste piloto: avaliacdo da adequacdo da matriz ao teste de toxicidade

O experimento piloto foi realizado em duas etapas. A primeira foi desenvolvida sem promover
alteragdo na condigcdo do solo testado e a segunda a partir da corregcdo do pH, Unico parametro fisico-
quimico que apresentou diferenca expressiva no solo em estudo em relagdo ao controle (sedimento)
(>20%). A Figura 40 (a, b, c, d) ilustra os resultados obtidos nos dois experimentos, sem e com
correcao do solo, Pilotos 1 e 2, respectivamente.

Sobrevivéncia a Fecundidade b
Testes-piloto Testes-piloto
g o S 400
< 1o == T =
8 8o E= T T 'S 300
S 60 + S 200 L
= 40 ° 100
g 20 S 1 =
_8 0+ T T : o 0 4 T T
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Figura 40 (a, b, c, d). Média + desvio padrdo da sobrevivéncia (a), fecundidade (b), nimero de n&uplios (c) e
copepoditos (d) medidos no final dos testes-piloto, utilizando fémeas adultas do copépodo bentdnico Tisbe

biminiensis. Piloto 1 - sem a corre¢do do pH e Piloto 2 — com a corre¢do do pH.
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No primeiro teste, observou-se no solo, mesmo livre de contaminagdo, um decréscimo
significativo em relagéo a sobrevivéncia (ANOVA, F = 17,014; p = 0,0033), a fecundidade (ANOVA, F
=5,330; p = 0,0498) e também em relagdo ao niumero de nauplios produzidos (ANOVA, F = 8,327; p
= 0,0203). Somente nao foi observada diferenca significativa no nimero de copepoditos presentes no
solo e no controle (sedimento) (ANOVA, F = 0,472; p = 0,5187) (Figura 40 a, b, c, d). Esses
resultados sugerem interferéncia de outros parametros.

Os parametros fisico-quimicos monitorados, durante o teste Piloto 1, estiveram de acordo
com os critérios estabelecidos pela 1SO 14669 (1999). No entanto, observou-se um decréscimo
expressivo apenas para o pH do solo em relagdo ao controle e que indicou uma correlacdo positiva
entre esse parametro e os niveis de sobrevivéncia. Desse modo, o solo testado foi corrigido para pH
préximo a 7,0 e foi realizado o teste Piloto 2. O objetivo dessa etapa foi a avaliacdo do teste de
toxicidade ap6s a correcéo do pH do solo estudado.

No segundo experimento, Piloto 2, por sua vez, ndo foram observadas diferencas
significativas em nenhum dos parametros analisados, sobrevivéncia (ANOVA, F = 0,090; p = 0,7755),
fecundidade (ANOVA, F = 2,662; p = 0,1468), nauplios (ANOVA, F = 0,360; p = 0,5739) ou
copepoditos (ANOVA, F = 0,472; p = 0,4431), no controle e no solo testado, 0 que indica que o teste
se mostra adequado para o solo desde que haja correcdo do pH. Os resultados supracitados estdo

também apresentados na Figura 40 (a, b, c, d).

5.4.2. Teste de toxicidade no solo contaminado com 6leo diesel

Os testes de toxicidade foram realizados em cada um dos trés tratamentos adotados para
remediacdo da contaminac&o do solo por 6leo diesel (LF, BE e BEBA). Os testes foram executados
no 3° 73° e 129° dias de incubacdo do experimento. Os resultados obtidos para o 3° dia de

incubacéo estdo apresentados na Figura 41 (a, b, c, d).
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Sobrevivéncia Fecundidade b
3° de incubagdo do experimento 3° de incubagéo do experimento

a 300
g 9 250 a
S 10 I 8 T
et 8 T S 200 b
G b 150 L
@ 6 b o
2 4 T - ° 100
5 2 b 'U 50 I+I c c
£ 2] M == M s o
controle LF BE BEBA controle LF BE BEBA
Nauplios c Copepodito d
3° de incubagéo do experimento 3% de incubagéio do experimento
g 150 a i‘z‘g a
=) g T b
S 100 L g 100 T
5 T z 80 '[
£ o £ 60
g 5 S 40
-c? b b b E 20 l c c
o e P4
Z 0 T T 0 1 : : .
controle LF BE BEBA controle LF BE BEBA

Figura 41 (a, b, c, d). Média + desvio padrdo da sobrevivéncia (a), fecundidade (b), nimero de n&uplios (c) e
copepoditos (d) medidos no final do experimento com solo contaminado no 3° dia de incubacéo nos diferentes
tratamentos (LF, BE e BEBA) e sedimento controle utilizando fémeas adultas do copépodo bentbnico Tisbe

biminiensis.

De acordo com os resultados obtidos, no 3° dia de incubagdo do solo contaminado com 6leo
diesel, observou-se diferenca significativa entre os tratamentos e o controle no que refere ao efeito
letal: sobrevivéncia (ANOVA, F = 19.217; p < 0,0001); e os sub-letais: fecundidade (ANOVA, F =
60.055; p < 0,0001), numero de nauplios (Kruskal Wallis, H = 18,295; p = 0,0004) e no ndmero de
copepoditos (Kruskal Wallis, H = 19.1147; p = 0,0003). O tratamento LF apresentou fecundidade
97,7% maior em relacédo ao tratamento BE e 98,8% em relagdo a BEBA. No niumero de copepoditos,
o tratamento LF também apresentou resultados mais promissores em relacdo aos tratamentos BE e
BEBA, com percentuais de 98,4% e 98,7%, respectivamente. Portanto, o tratamento LF no 3° dia de
tratamento do solo contaminado com 6leo diesel foi considerado de baixo efeito sub-letal (Figura 41
a, b, c,d).

A Figura 42 (a, b, c, d) apresenta os resultados referentes aos efeitos letal e sub-letal dos

testes de toxicidade realizados no 73° dia do experimento para os trés tratamentos testados.
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Figura 42 (a, b, c, d). Média + desvio padrdo da sobrevivéncia (a), fecundidade (b), nimero de nauplios (c) e
copepoditos (d) medidos no final do experimento com solo contaminado no 73° dia de incubag&o nos diferentes
tratamentos (LF, BE e BEBA) e sedimento controle utilizando fémeas adultas do copépodo bentbnico Tisbe

biminiensis.

De acordo com o observado no 73° dia de incubacdo, também foi possivel perceber uma
gqueda significativa na sobrevivéncia (Kruskal-Wallis, H = 17,3204; p = 0,0006), fecundidade (Kruskal
Wallis, H = 16,5061; p = 0,0009), nimero de nauplios (Kruskal Wallis, H = 13,8567; p = 0,0003) e no
namero de copepoditos (Kruskal Wallis, H = 16,6805; p = 0,0008) dos tratamentos em relacdo ao
controle. O tratamento LF, nesse periodo de incubagdo, mostrou-se também significativamente mais
promissor do que os demais tratamentos. No que se refere a fecundidade, LF foi 95,9% maior do que
BE e 91,0% maior que BEBA; no aspecto nimero de copepoditos, o LF foi 96,4% maior do que BE e
94,3% maior do que BEBA e; sobre o efeito letal (sobrevivéncia), apresentou indices de sobrevivéncia
100% maior do que os demais tratamentos. Esses resultados sugerem a reducao da toxicidade do
meio.

Os testes de toxicidade (efeitos letal e sub-letal), na dltima amostragem dos testes de

remediacéo (129° dia), estdo apresentados na Figura 43 (a, b, c, d).
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Figura 43 (a, b, c, d). Média + desvio padrdo da sobrevivéncia (a), fecundidade (b), nimero de nauplios (c) e
copepoditos (d) medidos no final do experimento com solo contaminado no 129° dia de incubacédo nos diferentes
tratamentos (LF, BE e BEBA) e sedimento controle utilizando fémeas adultas do copépodo bentbnico Tisbe

biminiensis.

Segundo os dados obtidos, no final do experimento de remedi¢cdo do solo contaminado com
Oleo diesel, manteve-se uma queda significativa na sobrevivéncia (ANOVA, F= 78,082; p = 0,0000),
fecundidade (ANOVA, F =12,735; p = 0,0002), nimero de nauplios (ANOVA, F =9,175; p = 0,0009) e
no nimero de copepoditos (ANOVA, F = 17,186; p = 0,0000), entre tratamentos e o controle (Figura
43 a, b, ¢, d). E, nesse periodo, LF se diferenciou significativamente dos demais tratamentos somente
em relacao aos mais altos indices de sobrevivéncia (100% maior que os demais tratamentos).

Os resultados observados nos bioensaios realizados no 3°, 73° e 129° dias indicam que
houve efeitos letais e sub-letais nos tratamentos BE e BEBA, sugerindo que o copépodo utilizado é
sensivel a presenca deste téxico. Apenas o tratamento LF apresentou no 3° e 73° auséncia de efeitos
sub-letais, especialmente, em relacdo ao nimero de copepoditos e fecundidade, e auséncia de feito
letal no 73° e 129° dias, o que pode indicar menor toxicidade no meio, quando comparado com 0s

demais.
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A presenca de efeitos sub-letais em LF no 129° significa que a contaminacdo ou poluente
esta numa concentracao suficientemente baixa para ndo causar efeito letal, mas a longo prazo pode
interferir na perpetuacao da espécie, ja que age sobre a reproducdo ou desenvolvimento.

Os efeitos letais e sub-letais, marcadamente encontrados em BE e BEBA, apesar da remocao
observada nos contaminantes do 6leo diesel, pode estar relacionado com uma possivel presenca de
produtos intermediarios que muitas vezes podem ser mais téxicos do que os proprios contaminantes
originais. Existem indicios que a producdo de intermediarios da degradacdo dos HPAs,
particularmente dihidrodiois, s&o mais perigosos do que os compostos de origem (Cerniglia, 1984;
Bento et al., 2003).

Em teste de toxicidade para avaliagao da biodegradacéo de residuos oleosos com Daphnia
similis, foi encontado resultado similar ao observado no presente estudo (Morais, 2005). No citado
experimento, a reducdo na concentracdo dos hidrocarbonetos de petréleo também néo foi
acompanhada por uma reducdo na toxicidade, sugerindo que durante a biodegradacdo dos
hidrocarbonetos, a producdo de compostos secundarios pode ter apresentado efeito toxico
semelhante ou ainda maior do que os compostos iniciais. Em estudos de biorremediacéo de solos
contaminados com petréleo Dorn & Salanitro (2000) também chegaram a conclusdes similares.

Esses resultados podem apresentar relacdo com o presente estudo uma vez que foi
observada, ao longo do experimento, uma reducdo no numero de microrganismos (bactérias e
fungos) que pode estar atrelada a reducdo de nutrientes disponiveis, mas também a presenca de
intermediérios.

CHAGAS-SPINELLI, A.C.O. Biorremediacao... , 2007.



150

CAPITULO 6.
CONCLUSOES

No que tange a caracterizacdo do solo estudado, concluiu-se que:

O solo estudado foi caracterizado como Podzdlico Vermelho-Amarelo Th (Argissolo), tendo a
caulinita como o argilomineral caracteristico. Como esperado, para esse tipo de solo, este
apresentou textura argilosa; baixa CTC, sugerindo uma reduzida capacidade sortiva; acidez e
baixo nivel de nutrientes. Tais ocorréncias podem ser justificadas pelo tipo de argilomineral
caracteristico do solo estudado, a caulinita apresenta a menor capacidade de troca dentre os
argilominerais.

A contaminagdo do solo com 6leo diesel promoveu aumento expressivo do Pb (20 para 297
mg.kg™h). No entanto, ndo indicando comprometimento da atuacio dos microrganismos e,
consequentemente, dos processos de biorremediacéo propostos.

O solo, de maneira geral, apresentou-se bem povoado tanto por bactérias (10° UFC.g™" de
solo), quanto por fungos (103 UFC.g'l). Os géneros e espécies encontradas deram indicios do
potencial satisfatério do solo em promover a degradacdo de petroderivados, inclusive

remocéo dos HPAs.

Para avaliar a influéncia dos métodos de remediacdo propostos mediante o acréscimo de

nutrientes e de microrganismos, os niveis de remocao sobre os 6leos e graxas (O&G) e de HPAs

foram testados. Esses parametros permitiram chegar as seguintes observacoes:

De acordo com o observado, durante a execuc¢do dos tratamentos testados (LF, BE e BEBA),
sugere-se que ndo houve alteracdo da solubilidade dos contaminantes por acdo de
biossurfactantes produzidos. Os niveis de tensdo superficial do solo nos tratamentos
permaneceram inalterados ao longo do experimento.

O acréscimo de nutrientes (BE) e de microrganismos mais nutrientes (BEBA) ao solo argiloso
contaminado com 6leo diesel se mostrou eficiente na remocéo de O&G em relacao a aeragéo
(LF). Com os maiores indices de remogdo em BEBA (80%), seguido pelo tratamento BE
(77%) e por LF (59%).

Em 24 dias de experimento, a remocdo de O&G ja era bastante promissora: BEBA com maior
percentual de remocédo, seguido por LF e BE (72 + 0,4%; 65 + 0,9% e 52 % 1,3%,
respectivamente). Tais resultados sao confirmados pelos parametros cinéticos de ordem zero

obtidos, no primeiro intervalo de remocéo (24 dias), que foram iguais a 0,89 ug.g'l.dia'l; 1,10
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pg.g'l.dia'1 el.21 pg.g'l.dia'l para LF, BE e BEBA, respectivamente. No segundo intervalo
(105 dias), os parametros cinéticos foram 0,03 ug.g'l.dia'l; 0,04 pg.g'l.dia'l e 0,03 pg.g'l.dia'l
para LF, BE e BEBA, respectivamente.

O percentual de remogéo do C,q foi diferente entre os tratamentos de biodegradagéo
utilizados no presente estudo: BE (30,2 + 0,3%) foi considerado similar a BEBA (34,4 + 2,1%)
e similar LF (25,2 + 0,8%).

Houve uma significativa remocao do £HPAs, ao final do experimento (129 dias), para os trés
tratamentos testados (LF, BE e BEBA, 87%; 89% e 87%, respectivamente) e nado foi
constatada diferenca significativa entre os tratamentos utilizados.

Durante o experimento foi observada a ocorréncia de dois intervalos distintos de remocao dos
>HPAs para cada tratamento. O primeiro intervalo correspondeu aos primeiros 17 dias do
experimento e apresentou a mais rapida remocao dos poliaromaticos e sem diferenca nos
incrementos adotados (LF = 72 + 2,1%; BE = 74 £ 2,2% e BEBA = 75 + 0,9%). O segundo
intervalo correspondeu aos 112 dias restantes dos testes.

Nos primeiros trés dias de incubacao (entre 0 e 3° dia), ressalta-se que a adi¢do de nutrientes
(BE) e nutrientes mais microrganismos (BEBA) se mostraram mais eficientes na remocédo de
>HPAs do que apenas o processo de aeracao do solo contaminado com 6leo diesel (LF). No
caso especifico do tratamento LF foi necessaria pouco mais de uma semana (10 dias) até
que a eficiéncia de remocdo se equiparasse aos demais tratamentos (4,7%.dia'1 de
remocao).

N&o foi observada diferenca significativa na velocidade de remocdo de ZHPAs entre os
tratamentos testados nos dois intervalos de remocéo. As cinéticas de decaimento de ordem
zero, no primeiro intervalo (17 dias), foram iguais a 4,48 ug.g'l.dia'l; 4,62 pg.g'l.dia'l e 4,71
pg.g'l.dia'l, para LF, BE e BEBA, respectivamente. No segundo intervalo (112 dias), as
cinéticas de decaimento foram 97%; 97% e 98% inferiores as anteriores, para LF, BE e
BEBA, respectivamente.

O percentual de remocao dos HPAs individuais no solo contaminado com 6leo diesel, ao final
do periodo de incubacdo, apresentou para a maioria dos HPAs (sete HPAs dos onze
presentes no solo contaminado) diferenca quanto ao tratamento adotado, resultado que
sugere a interferéncia do tipo de tratamento adotado no percentual de remocéo dos HPAs
individualmente: ACE, FLU e PHE apresentaram como tratamentos mais promissores o BE e
BEBA; 0 PYR e CHR tiveram LF como mais promissor do que BE e este mais do que BEBA,
0 BkF apresentou o LF e BE mais promissores do que o BEBA; e, o BaP obteve como
resultado mais satisfatério o tratamento BEBA e LF do que o BE. O NAP, ANT, FLT e IND
foram indiferentes aos tratamentos adotados.

Para o fenantreno (PHE) os tratamentos BE e BEBA apresentaram eficiéncia de remog¢&o em
torno de 88%, enquanto que para LF a eficiéncia de remocéo foi de 79%. O benzo(a)pireno
(BaP), HPA extremamente toxico, foi removido com eficiéncia de 95% em BEBA, 91% em LF

e 83% em BE. A menor concentracdo de BaP foi igual a 0,26 pg/g em BEBA.
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Nao foi possivel obter modelo cinético que representasse o decaimento de todos os HPAs
estudados e/ou em todos os trés tratamentos testados (LF, BE e BEBA). Os hidrocarbonetos
poliaromaticos, PHE, ANT, FLT, PYR e BaP, apresentaram oscilacdo na concentracdo, nédo
apresentando um padrdo de comportamento linear. Tal fato pode estar associado aos
fendmenos de sorcao e dessorcao, além de refletir a heterogeneidade do préprio solo.

A reducéo significativa na velocidade de remocéo entre o primeiro e segundo intervalos de
tempo, para O&G, ZHPAs e HPAs individuais, pode ser atribuida, entre outros aspectos, a
acumulacdo de intermediarios téxicos que podem ter interferido negativamente na atividade

de degradacédo promovida pelos microrganismos.

O naftaleno (NAP), um dos 16 HPAs prioritarios indicados pela USEPA, foi adotado como

substancia-teste, com o intuito de avaliar possiveis alteracdes na capacidade sortiva do solo argiloso

contaminado por 6leo diesel e sujeito a tratamentos de remediagdo (bioestimulo e bioaumento).

Seguem as principais conclusdes alcancadas:

O método para quantificacdo de naftaleno em agua por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) foi considerado seletivo, linear, preciso, exato e adequado para execucao
dos testes de sorgéo.

A capacidade de sor¢ao do solo no tratamento somente com aeragédo (LF) foi semelhante as
demais no 10° dia de experimento e se manteve constante no 45° e 129° dia de testes. O
acréscimo de nutrientes (BE) e de microrganismos (BEBA) promoveu uma reducao continua
e similar sobre a capacidade sortiva do solo, no 45° e 129° dias. Provavelmente, essa
reducdo, associada ao estimulo a biodegradacéo pelo acréscimo de nutrientes, reduziu os
niveis de M.O. e/ou alterou a natureza desta (humificagdo), promovendo um aumento na
disponibilidade do contaminante-teste (NAP).

Foi observada relacdo entre a alteracdo na capacidade sortiva e a remocdo de O&G nos
tratamentos BE e BEBA em detrimento do observado em LF.

N&o foi possivel identificar relagdo entre a capacidade sortiva do solo, nos tratamentos
testados, e o decaimento da concentracdo do ¥HPAs e dos HPAs individualmente. Esse fato
pode ter ocorrido em funcédo da rapida remocdo dos HPAs logo nos primeiros 17 dias de
experimento (em torno de 75% para os tratamentos testados). Nessa etapa, a capacidade

sortiva do solo em cada tratamento podia ainda ser muito similar.

As conclusBes sobre os testes de aplicabilidade de uma espécie de copépoda bentdnica

tropical para avaliagdo da toxicidade em solo contaminado por 6leo diesel e os niveis alcangados

foram:

O teste de toxicidade realizado no presente estudo com o copépodo bentbnico Tisbe
biminiensis se mostrou adequado a matriz solo, desde que fosse corrigido o pH para basico,

préximo a 7,0.
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e Os tratamentos BE e BEBA, ao fim do periodo de incubagédo, ndo reduziram a toxicidade do
solo argiloso contaminado com Oleo diesel, provavelmente em funcdo da producdo de

metabdlitos intermediarios.

SINTESE

Os tratamentos testados se mostraram adequados para a remocdo dos parametros
avaliadores da contaminacdo proveniente do 6leo diesel (Z 16 HPAs, 16 HPAs individuais e O&G).
No entanto, a escolha por um desses tratamentos depende da finalidade desejada. De acordo com os
resultados obtidos, ndo foi observada diferenca entre os tratamentos para remocao do somatério dos
16 HPAs prioritarios indicados pela USEPA, ja4 para alguns dos mesmos HPAs analisados
individualmente e para os O&G, a introducéo de nutrientes (Bioestimulo - BE) e de nutrientes e
microrganismos (Bioestimulo e Bioaumento - BEBA) foram promissores, especialmente, no que tange
a adicdo de nutrientes, uma vez que na maior parte das vezes néo foi observada diferenca entre BE e
BEBA.

Quanto a capacidade sortiva do solo, os resultados sdo compativeis com os percentuais de
remocéao alcancados pelos tratamentos testados. Ao longo dos 129 dias de experimento, observou-se
gue o solo tratado por bioestimulo (BE) e por bioestimulo e bioaumento (BEBA) apresentou reducao
em sua capacidade sortiva, o que poderia ter promovido maior biodisponibilidade do contaminante. O
solo tratado apenas por aeracao (LF) ndo apresentou alteracdo nos seus niveis de sor¢ao durante o

experimento.
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CAPITULO 7.
RECOMENDACOES

Identificagdo de compostos intermediarios provenientes da degradacéo de 6leo diesel e dos

HPAs, a fim de melhor avaliar a relagdo com os niveis de toxicidade encontrados.
Identificacdo das espécies de microrganismos presentes nos experimentos ao longo do
tempo, para que se possam avaliar possiveis alteragbes em sua abundéancia e diversidade.
Sugere-se a aplicacao de técnicas de biologia molecular (DGGE, FISH, etc.).

Realizacdo de testes in situ para confirmacéo dos resultados obtidos em laboratério.

Realizacdo de testes de dessor¢cédo asociados aos testes de sor¢cdo. Bem como, a reducao

dos intervalos de avaliagdo das alteracfes da capacidade sortiva do solo.

Buscar organismos mais adequados para a execucdo dos testes de toxicidade em solo. Ex:

minhoca.
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ANEXOS

Anexo 1.
DESCRICAO MORFOLOGICA DO SOLO ESTUDADO

0Oo- 5-0Ocm; Camada constituida por restos de folhas pouco decompostas e raizes.

A- 0-13cm, bruno-acinzentado-escuro (10YR 4/2, imido); franco-argiloso; moderada e forte pequena
a média granular; firme, plastico e pegajoso; transi¢éo clara e plana.

AB - 13-24cm, bruno-escuro a bruno (10YR 4/3, imido); argila arenosa; moderada pequena blocos
subangulares; firme, plastico e pegajoso; transicéo clara e plana.

BA

24-46¢cm, bruno-amarelado (10YR 5/6, umido); argila; fraca pequena blocos subangulares e
angulares; firme, plastico e pegajoso; transi¢do clara e ondulada (15-30 cm).

Btl- 46-88cm, vermelho-amarelado (5YR 5/8, Gmido), mosqueado comum, pequeno a médio e
distinto, bruno-amarelado (10YR 5/6, umido); argila; moderada pequena a média blocos
subangulares e angulares; firme, plastico e pegajoso; transi¢do gradual e plana.

Bt2- 88-113cm, vermelho-amarelado (5YR 5/8, Uumido), mosqueado pouco, pequeno a médio e
distinto, vermelho (2,5YR 4/8, imido) e comum, pequeno a médio e distinto, bruno-amarelado
(10YR 5/6, umido); argila; moderada pequena a média blocos subangulares e angulares; firme,
plastico e pegajoso; transicdo gradual e ondulada (14-40cm).

BC

113-150cm, vermelho-amarelado (5YR 5/8, Gmido), mosqueado comum, pequeno a médio
distinto, bruno-amarelado (10YR 5/6, umido); franco-argiloso; fraca pequena a média blocos
subangulares; firme, plastico e pegajoso; transicao clara e irregular .

C/B- 150-202cm.; coloragdo variegada composta de vermelho-amarelado (5 YR 5/8, Umido) e
amarelo-avermelhado (7,5YR 7/6, umido); franco-argilo-arenoso; macica; friavel, ligeiramente
plastico e ligeiramente pegajoso; transicao clara e plana.

C- 202cm+, material decomposto proveniente de gnaisses e migmatitos com predominancia de
minerais primarios.

RAIZES: Muitas em Oo e A; comuns no AB e poucas em BA e Btl.

OBSERVACOES: 1. Perfil coletado imido
2. Muitos poros em A, AB e BC e comuns em BA, Bt1 e Bt2.
3. Foram coletadas amostras compostas para analise de fertilidade em area
sob vegetacéo florestal.
4. A cerosidade do C/B se restringe as partes relacionadas ao B
5. Fragmentos de quartzo encontrados a partir do horizonte BA.
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Anexo 3.

RESUMO DO METODO DE ANALISE FiSICO-QUIMICAS DO SOLO

¢ Densidade global e particula — determinacao do volume de alcool necessario para completar
a capacidade do baldo volumétrico, contendo solo seco em estufa. Pesa 20 g de solo, coloca
em lata de aluminio e leva a estufa e deixa secar por 6 a 12 horas. Pesa para se obter o peso
seco. Transfere a amostra para um baldo de 50 mL, adiciona-se alccol etilico, agitando bem o
baldo para eliminar bolhas de ar. Prossegue a operacdo, vagarosamente, até a auséncia de

bolha e completar o volume do baldo.
Densidadg(g/cm’) = m/50-V
Onde m= peso da amostra seca a 105°C (g)

V = volume de alcool gasto (cm3)

¢ Granulometria — a distribuicdo granulométrica do solo foi determinada gravimetricamente por
pesagem seca. Foram pesadas 30 g da amostra Unica de solo (peso seco) e feito o
peneiramento por via imida com descarte da fracao fina. As fracdes areia e cascalho foram
levadas & secura, em estufa a 60°C, até peso constante. Em seguida, essas fracdes foram
repesadas e seus respectivos percentuais determinados. O percentual da fracdo fina foi

determinado pela diferenca da massa perdida durante o peneiramento.

¢ Porosidade — determina o volume de poros totais do solo ocupado por agua e/ou ar. A
Porosidade Total pode ser calculada como PT= 100 (densidade real — densidade aparente) /

densidade real.
+ Relacéo silte/argila — razdo entre o percentual de silte e de argila.
¢ Textura — granulometria do solo.

¢ Capacidade de campo (CC) — em uma proveta foi pesada certa quantidade de solo (M sy
amido) (ce€rca de 500q), quantidade esta que seja suficiente para formar uma pequena coluna.
Foi adicionada agua ao solo, gota a gota, até que toda a coluna de solo fosse percolada,
chegando ao fundo da proveta (condi¢éo de saturagdo). Apds a pesagem (M gistema saturado), O
sistema foi colocado em estufa a 110°C por 24 horas. Ap6s a secagem do material, o sistema
sera repesado (M o0 seco) € SUa capacidade de campo foi determinada através da expressao:

M agua retida — (m sistema saturado) - (m solo seco)

Capacidade de campo (%) = (M sgua retida / M solo amido) X 100
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Condutividade hidraulica — velocidade em que a 4gua se movimenta através do solo.

Onde:

K =Q*L/A*H*t
K = condutividade hidraulica (Cm.h'l)

Q = volume do percolado em mL, ou seja, o valor da Ultima leitura quando ndo ha

variacao entre os valores anteriores, ou a média das duas leituras quando ha alguma variacao.

¢

¢

L = altura do bloco do solo (cm)

H = altura do bloco do solo e da coluna (cm)

A = area do cilindro (cm?)

t =tempo (h)

Complexo sortivo

(0]

Célcio, magnésio e aluminio trocaveis (Ca, Mg e Al) — foram extraidos com solucdo
de KCI (cloreto de potassio) 1 mol.L™ e determinados por Espectofotometria de
absorcado atébmica (EAA).

Sadio, potassio e fosforo trocaveis (Na, K e P) — em solucdo de MEHLICH-1, a
determinacéo foi feita utilizando foi feita por fotometria de chama (Na e K) e por
colorimetria (P) a partir de uma curva pré-estabelecida;

Acidez potencial (H + Al) — extracédo da acidez do solo com solu¢do tamponada a pH
7,0 de acetato de calcio e determinacédo volumétrica com hidréxido de sédio (NaOH)
em presenca de fenolftaleina como indicador. A acidez potencial (cmol.dm?®) é

calculada através da equacdo:
H*+Al™ =(a+b)x165

Onde: a = volume de NaOH gasto na amostra (mL); b = NaOH gasto na prova em
branco (mL); 1,65 = fator de correcéo (eficiéncia do método).

SB — Soma das bases trocaveis (Ca** + Mg** + Na* + K"

CTC - capacidade de troca catidnica

Onde: CTC efetiva =SB + A* e CTCapH 7,0=SB + H" + A*

Potencial hidrogenionico (pH) — uma amostra de 10 cm? de solo, terra fina seca ao ar, e 25 ml

de agua deionizada foram colocadas em um béquer de 50 mL. A amostra foi agitada com um

bastao de vidro durante 1 min e depois mantida em repouso por 1 h. Novamente, a amostra

foi agitada e em seguida foi feita a leitura do pH da suspensédo homogeneizada, empregando-

se um potenciémetro digital previamente calibrado com solu¢des padrao de pH 4,0 e 7,0.

Teor de carbono orgénico e matéria organica (Cqg € M.O.) — a determinagédo do teor de M.O.

e do Cq do solo foi realizada através do método Walkley-Black modificado. Inicialmente, o

Corg de 0,5 g de solo foi oxidado pelo dicromato de potassio (K,Cr,O;) e na sequéncia foi feita
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a titulagdo do excesso de dicromato com sulfato ferroso (H,SO,). O teor de Cyyq (g.kg'l) foi

calculado pela formula:

Cog =(40-T)x f x0,06

Onde: T = volume (mL) de sulfato ferroso gasto na titulacdo da amostra de solo; f = 40/
volume de sulfato ferroso gastos na titulacéo da prova em branco.
O teor de M.O. (g.kg'l) foi calculado considerando através da equagédo abaixo, uma vez que

sua concentracdo possui aproximadamente 58% de carbono.

MO =C,, x1,724

+ Nitrogénio total (amoniacal e nitratos) (N) — solucéo Kjeldah por digestéo sulfarica.

¢ Nitrogénio total (amoniacal e nitratos) (N) — solucéo Kjeldah por digestédo sulfarica. Fosforo
disponivel (ortofosfatos) (P) — a dosagem do fasforo em extrato de solo foi realizada mediante
a mediacdo da intensidade de coloracdo de azul desenvolvida por um complexo de fosfo-

molibdico em meio redutor.

¢+ Oleos e Graxas (O&G) — adaptacdo da metodologia descrita na se¢do 5520D do Standard
Methods (1999). Pesou 5 g de solo seco e transferiu-se para cartuchos apropriados para
extracdo. A amostra foi levada ao extrator Soxhlet a 80°C, reciculada com velocidade de 3
ciclos.min™, durante 4 horas. Os solventes utilizados foram acetona e hexano (1:1). Apo6s a
evaporacao do solvente, o teor de 6leos e graxas foi obtido pela diferenca de peso do balédo

contendo o 6leo extraido e o balao vazio, conforme apresentado na equacao abaixo:

0&G = ((Pl‘ Pz)/n)*looo

Onde: P1 = massa do baldo + 6leo extraido (g)
P2 = massa do bal&o vazio (g)
m = massa do solo utilizada (g)

O&G = teor de 6leos e graxas no solo (g.g'l)

¢ Metais pesados — digestdo multiacida. Amostras dissolvidas em uma combinacdo de trés
acidos (acidos nitrico, cloridrico e fluoridrico), secas e posteriormente redissolvidas em agua
régia (acidos nitrico e fluoridrico). Leitura feita em ICP/AES (Inductively Coupled Plasma
Atomic Emission Spectrometry ou Espectrometria de emissao atbmica com plasma acoplado

indutivamente).

¢+ Tensao superficial — 4 g de solo foram colocados em um recipiente de vidro de 50 mL, neste

foi acrescentado 40 mL de agua ultra-purificada com resistividade de 18 mQ.cm (10%, p/v) e
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levados a uma mesa agitadora por 16 h (150 rpm). Em seguida, a mistura foi centrifugada
(3000 rpm, 10 min) e filtrada em uma membrana de éster de celulose com tamanho de poro
de 0.45 um a fim de eliminar os sélidos em suspensdo. A tenséo superficial das amostras
foram medidas em um tensidmetro KSV da modelo Sigmato através do método Wihelmy. A

unidade utilizada foi mN/m.

Umidade — uma amostra de 5g de solo umido foi pesada em um cadinho tarado o qual sera
colocado em estufa a 60° C por 16 horas. O cadinho foi repesado e a umidade calculada
através da diferenca percentual.

Massa de agua = massa do solo imido — massa do solo seco

Umidade (%) = (massa de agua / massa de solo umido) x 100
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