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RESUMO

A contaminacgao do solo por petroleo e derivados € um grande risco a saude da fauna
e flora e para os seres humanos, visto que podem deixar um solo e as aguas proximas
improprias para a sobrevivéncia de plantas e, consequentemente, de animais,
afetando indiretamente os seres humanos. Porém, a contaminacdo pode afetar os
seres humanos diretamente, pois derivados do petréleo sdo altamente toxicos para a
saude humana, podendo causar cancer e outros problemas de saude como doencgas
pulmonares. Para isso, a biorremediacdo surge como uma técnica importante para
recuperar um solo contaminado por petroleo e seus derivados, como o 6leo Diesel. O
acréscimo de produtos quimicos nos tratamentos para remediar solos, pode incidir em
acréscimos nas taxas de corrosdo dos materiais; a analise é relevante para que nao
danifiguem estruturas importantes, principalmente metalicas, como as comumente
utilizadas em diversas industrias como a petroquimica. O objetivo deste trabalho foi
remediar o solo, coletado em area proxima a refinaria Abreu e Lima, localizada no
Porto de Suape, com Diesel S-10, através de um bioaumento com um consércio
microbiano formado por as bactérias L. casei, L. acidophilus e a levedura
Saccharomyces cerevisiae, avaliando a eficiéncia desse consércio em degradar os
hidrocarbonetos do solo por um periodo de 56 dias. Além disso, foi inferida as taxas
de corrosao dos acos carbono ASTM A36, inseridos nos biorreatores utilizados na
pesquisa. O uso do bioaumento através do consércio mostrou ser viavel no solo de
area da refinaria Abreu e Lima, porém fica recomendado atentar para o tipo de
tratamento a ser realizado, pois acbes in situ podem incrementar a corrosdo de
estruturas enterradas no inicio dos tratamentos, mas as taxas de corrosdo dos acos

diminuem e estabilizam-se com o tempo.

Palavras-chave: Ago-carbono; Bioaumento; Biocorrosao; Biorremediacao; Diesel S-
10.



ABSTRACT

Soil contamination by petroleum and its derivatives poses a significant risk to the health
of fauna, flora, and humans alike, as it can render soil and nearby waters unsuitable
for the survival of plants and, consequently, animals, indirectly affecting humans.
However, contamination can also directly impact humans since petroleum derivatives
are highly toxic to human health, potentially causing cancer and other health problems
such as lung diseases. In this regard, bioremediation emerges as an important
technique for restoring soil contaminated by petroleum and its derivatives, such as
Diesel oil. The addition of chemicals in soil remediation treatments can lead to
increased corrosion rates of materials. Therefore, it is crucial to analyze and assess
their impact to avoid damage to important structures, especially metallic ones
commonly used in various industries, such as the petrochemical sector. The objective
of this study was to remediate soil collected in an area near the Abreu e Lima refinery,
located in the Port of Suape, contaminated with S-10 Diesel oil. This was achieved
through a bioaugmentation process using a microbial consortium composed of the
bacteria L. casei, L. acidophilus, and the yeast Saccharomyces cerevisiae. The
efficiency of this consortium in degrading soil hydrocarbons was evaluated over a
period of 56 days. Additionally, corrosion rates of ASTM A36 carbon steels inserted in
the bioreactors used in the research were inferred. The use of bioaugmentation
through the consortium has shown to be feasible in the soil of the Abreu e Lima refinery
area. However, it is advisable to carefully consider the type of treatment to be
performed, as in situ actions can initially increase the corrosion of buried structures.

Nevertheless, the corrosion rates of the steels decrease and stabilize over time.

Keywords: Bioaugmentation; Biocorrosion; Bioremediation; Carbon Steel; Diesel S-
10;.
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1 INTRODUCAO

Desde a revolugao industrial, a produgéo em grande escala tem se tornado uma
realidade cada vez mais comum, porém mais tecnolégica com o passar dos anos. Um
grande desafio desse progresso tecnologico é o gerenciamento dos residuos gerados
em grande quantidade por essas industrias (Santana et al., 2020). Uma das formas
que a atividade antropoldgica gera a contaminagéo dos ecossistemas € por meio de
incidentes com o petréleo e seus derivados, como o incidente que provocou o
derramamento de petréleo no Brasil, em agosto de 2019. Durante o incidente, petréleo
cru de alta densidade vazou de um navio petroleiro de bandeira grega, atingindo a
costa Nordeste e Sudeste do pais (Andes, 2021). O petréleo vazado continha
quantidades consideraveis de hidrocarbonetos poliaromaticos (HPA), composto
altamente toxico para o ser humano, cuja presenga esta associada ao
desenvolvimento de doengas como cancer de pulmao e pele (CETESB, 2018; Leite,
2022).

O ¢dleo Diesel ¢é a fonte energética mais utilizada em todo o mundo e tem grande
importancia econdmica. Sua producado envolve trés estagios principais: extragao,
processamento primario de petroleo e refino. O processo de extracdo pode ser feito
de duas formas: onshore (em terra) ou offshore (no mar), sendo que, no Brasil, a
predominancia é offshore, com cerca de 91 %. Apesar disso, em acidentes ocorridos
em plataformas, o petréleo pode acabar contaminando o mar e o solo, gerando
diversos problemas socio ambientais (Sanchez Moore; Matsuura; Kulay, 2016).

Em 1979, no mar do Caribe, o petroleiro Atlantic Empress colidiu com o
petroleiro Aegean Captain liberando 287 mil toneladas de 6leo no mar, porém nao
causou danos significativos ao meio ambiente. Outro acidente, préximo a Porto Rico,
ocorreu com o petroleiro Zoe Colocotroni em que a embarcacgao ficou encalhada e
liberou 5 mil toneladas de 6leo (Hornke, 2013; Anjos, 2014).

Outro exemplo de vazamento acidental na industria petrolifera € o vazamento
de residuos oleosos da Refinaria de Abreu e Lima, em que foram liberados ao mar
cinco metros cubicos de 6leo, atingindo um cérrego que passa por areas internas dos
limites da refinaria (EPBR, 2019). A refinaria foi multada por causar impactos
negativos na fauna e flora da regido, além de apresentar um plano de remediacao
(CBN Recife, 2019). A contaminacdo dos ecossistemas com petréleo e derivados

pode acontecer desde a extragdo, refino, transporte e armazenamento (Andrade,
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2022). Ha formas de minimizar os impactos negativos causados pela contaminagao
desses compostos organicos, com danos ao meio ambiente, fauna e flora.

Algumas técnicas de contengdo da poluicdo sdo empregadas nos
ecossistemas quando poluidos com os derivados do petrdleo, dentre elas:
incineracdo, atenuacido natural, biorremediacdo, oxidagcdo quimica, entre outros.
(Andrade; Augusto; Jardim, 2010). A biorremediagao, uma proposta menos agressiva
ao meio ambiente, traz resultados também muito satisfatorios, pois tem a vantagem
de ser mais segura, simples de aplicar e apresentar um 6timo custo-beneficio
(Reginatto; Colla; Thomé, 2011).

A biorremediacdo € um processo de descontaminagdo de um ambiente
contaminado, em que se utiliza micro-organismos inseridos ou provenientes do préprio
meio, como fungos e bactérias, que possuem capacidade de metabolizar
determinados poluentes (Silva, 2016). Para que esse processo seja eficiente é
necessario que se considere alguns fatores muito importantes do meio que se deseja
biorremediar, como temperatura, pH, presenca ou ndo de oxigénio, e nutrientes no
meio (Souza; Santos Junior; Santos, 2016).

O bioaumento, uma estratégia implementada na biorremediacgao, técnica de
interesse deste trabalho, em que ha a introdu¢do de micro-organismos especificos
para acelerar a degradacdo de determinados poluentes no solo. Micro-organismos
endogenos podem ser introduzidos no solo, ou ndo, cujas vias metabdlicas possuem
capacidade de degradar o poluente de interesse, tornando viavel a biodegradacgéao.
Essa via pode ser realizada in situ, na prépria area contaminada, ou ex situ, em que a
area contaminada é transferida do local de origem para ser tratada (Araujo, 2017).

A corrosdao € um fendmeno de desgaste do material que 0 homem vem
tentando minimizar ou solucionar ha muito tempo, pois causa prejuizos para os
diversos setores industriais. Esse fenbémeno acontece em muitos materiais,
predominantemente em metais e ligas, como a mais utilizada - ago-carbono - quando
estdo expostos ao ar atmosférico, sais dissolvidos presentes no ar e a agua (Silva et
al., 2014).

A corrosdo microbiolégica € um processo de deterioracdo mais ocorrido na
industria petrolifera (Gentil; Carvalho, 2022). O material € degradado, ndo somente
pelas intempéries do meio, mas também pela presenga dos micro-organismos, que
afetam e influenciam os processos corrosivos, sendo mais frequente as bactérias. A

biocorrosdo causa grandes impactos negativos em muitos ambientes industriais,
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degradando maquinarios, tubulagdes e tanques de armazenamento, de industrias

como as de petroleo e naval (Araujo, 2018).

Na industria do petroleo, ha muitas tubulagdes e tanques que se encontram
sob o solo e que podem sofrer corrosao por diversos motivos como umidade, acidez,
salinidade e presenga de oxigénio, além dos proprios microrganismos. Quanto aos
microrganismos, a atengao durante a biorremediagao é essencial, pois eles atuam no
solo degradando os derivados do petréleo, porém em contato com os equipamentos,

podendo causar corrosdo microbiolégica, consequentemente (Silva, 2018).

1.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a agdo de um consorcio de micro-organismos eficazes na
biorremediacéo de solo contaminado com 6leo Diesel S-10 e o impacto sobre as taxas

de corrosdo do ago carbono ASTM A36.

1.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o solo de area proxima a refinaria do Porto de Suape de Abreu e
Lima;

e Avaliar a taxa de biodegradacido do 6leo Diesel S-10 (B10) por ensaio de
respirometria e teor de 6leos e graxas no tempo de 56 dias;

¢ Quantificar a microbiota do solo in natura e ao longo do tempo experimental,
bactérias  heterotréficas aerébias e  anaerdbias  (BHA, BHAnN),
hidrocarbonoclasticas (BH), fungos filamentosos e leveduras dos solos;

e Avaliar o efeito corrosivo do tratamento sobre os cupons de ago carbono A36
enterrados no solo, por meio da quantificacdo das taxas de corrosdo do aco-
carbono e analises das superficies dos agos;

¢ Analisar a biodegradacgao sob a influéncia da contaminagédo com o Diesel S-10
no solo ajustado com agua e nutrientes, em biorreatores com e sem o consércio
de microrganismos;

e Comparar a biodegradacdo dos biorreatores estudados com um solo com

menor concentragdo de microrganismos.



18

2 FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1. COMPOSICAO QUIMICA DO PETROLEO E SEUS CONTAMINANTES

O petréleo € um composto complexo formado, em sua maior parte, por
hidrocarbonetos aromaticos e saturados. Uma parcela desse composto pode conter
outros elementos além de carbono e hidrogénio como oxigénio, nitrogénio e enxofre,
que sao classificados como impurezas e podem ser separados por processos de
hidrotratamento (Serafim, 2011; Guedes Junior, 2021).

No solo contaminado com petréleo, pode-se encontrar diversos compostos,
dentre os quais os hidrocarbonetos sao predominantes, como por exemplo: benzeno,
tolueno, etilbenzeno, xileno e seus isdmeros. Esses hidrocarbonetos tém como
caracteristica principal a presenga de um unico anel aromatico, chamados de
monoaromaticos. Esses hidrocarbonetos monoaromaticos representam um grande
problema para o0 meio ambiente e a saude do ser humano pois, o benzeno por
exemplo, € um composto comprovadamente cancerigeno, podendo causar leucemia
(Andrade; Augusto; Jardim, 2010).

2.1.1. Problematica ambiental do Petréleo e seus derivados

Quanto aos impactos negativos para o meio ambiente, podem ser listados, por
exemplo: emissdo de gases, vazamentos de o6leo em dutos ou tanques de
armazenamento no solo ou mar, vazamento ou derramamento de residuos da
lavagem dos tanques de navios petroleiros, dentre muitos outros. Esses impactos
influenciam diretamente na fauna e a flora pois podem bloquear a captagdo de
oxigénio e absorgéo de nutrientes das plantas quando o 6leo entra em contato com
elas, tanto em meio terrestre quanto em meio maritimo. Por exemplo, os fitoplanctons
ndo conseguem realizar fotossintese por causa do aumento da turbidez da 4gua do

mar, reduzindo a quantidade de luz que chega na agua (Martins et al., 2015).

2.2. DIESEL E SEUS IMPACTOS

O dleo Diesel é um derivado do petroleo obtido por destilagdo composto por
hidrocarbonetos de 8 a 16 carbonos e uma pequena parcela de atomos de oxigénio,
nitrogénio, enxofre e metais além de adi¢ao de aditivos especificos para aumentar seu
desempenho (Kimura, 2010; CETESB, 2020). Os produtos comercializados no Brasil
de Diesel sdo: S-10, S-500, S-1800 e Diesel maritimo. Quanto aos trés primeiros,
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correspondem aos teores maximos de enxofre contidos no dleo, sendo,
respectivamente, de 10 mg/kg, 500 mg/kg e 1800 mg/kg (CETESB, 2020; Petrobras,
2021).

O Diesel S-10, utilizado neste trabalho, tem coloragdo que varia de incolor a
amarelada, ndo contém aditivos e € comercializada em regides metropolitanas para
uso rodoviario. O Diesel S-500 também ¢é usado para area rodoviaria, contém cor
avermelhada, sem aditivos. Por outro lado, o S-1800 é utilizado para gerar energia em
termelétricas, por exemplo: transporte ferroviario e mineragao a céu aberto. Diesel
maritimo é utilizado em embarcagdes, de cor amarelada, forte odor, bastante limpido
e com ponto de fulgor de 60 °C (Petrobras, 2021; Centenario Diesel, 2020).

O ¢6leo Diesel pode ser classificado em dois tipos. O primeiro € o tipo A, que é
obtido por processos de refino do petroleo e processamento do gas natural, ndo
apresentando adicdo de Biodiesel em sua composigdo. O tipo B, é obtido da mesma
forma do tipo A, porém ha a adicdo do Biodiesel em sua composicao (Petrobras,
2021).

O Diesel encontrado nos ecossistemas em decorréncia de contaminagao entra
em contato com o ambiente devido a eventos de grande envergadura, como
vazamentos de oleodutos, bem como em incidentes de menor escala, como a
contaminacgao do solo nas proximidades de instalagcdes industriais, por exemplo.

Na agua, o oleo é facilmente dispersado por causa dos componentes polares
do Diesel, os componentes volateis sao evaporados da superficie da agua. No solo, o
Diesel penetra de diferentes formas a depender do tipo de solo. Ha a degradagao do
Diesel pelo solo, porém ocorre de forma muito lenta e depende das condicbes
climaticas do ambiente e fisicas-quimicas do solo, também chamada de atenuagéao
natural (CETESBa, 2020).

Quanto a saude humana, os efeitos sdo diversos, pois o 6leo Diesel pode
prejudicar a saude a longo ou curto prazo. Alguns dos efeitos pela exposicdo aguda
(curto prazo) sao irritagéo local e nos olhos, assim como nauseas, vomito e diarreia.
A exposigao crbnica (longo prazo) podem ser dermatite e cancer. O 6leo Diesel leve
nao é classificado como cancerigeno para o ser humano, apesar dos produtos
gerados pela sua combustdo poderem ser carcinogénicos, o Diesel maritimo é
potencialmente cancerigeno, além dos gases de escapamento de motores a 6leo

Diesel que sao cancerigenos (CETESBb, 2020).
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O Biodiesel € um dos 6leos que vém como alternativa para o 6leo Diesel
tradicional, sendo obtido através de transesterificagdo e craqueamento. Tém algumas
vantagens em relacao ao 6leo Diesel e depende menos do petréleo, pois € fabricado
a partir de fontes vegetais como girassol, mamona e dendé, considerados n&o téxicos
e com quantidade de cetano maior em relagao ao 6leo Diesel do tipo A (Souza; Chaar;
Souza; Jeffreys; Souza; Costa; Santos, 2009; Hexag Medicina, 2022).

O Biodiesel, por sua vez, possui um problema durante sua estocagem por
causa de sua propriedade higroscopica, capacidade de reter agua. Como sua origem
€ vegetal, sua composicdo é formada por muitas cadeias carbdnicas insaturadas
(duplas ligagbes), deixando-as vulneraveis ao ataque do oxigénio que, por sua vez,
deteriora o Biodiesel (BiodieselBR, 2012).

2.3 S0LO

O solo é constituido pelas fases solida, liquida e gasosa, uma estrutura
heterogénea, que gera diferentes micros habitats, mas que se interagem fortemente
(Oliveira, 2021; CETESB, 2013). A porgao solida € composta por rochas; a liquida,
de agua, solugbes inorganicas e organicas e a gasosa, por dioxido de carbono,
oxigénio e outros gases. E importante ter conhecimento sobre a constituigao do solo,
pois nos experimentos sdo considerados, por exemplo, quantidade de agua
intrinseca ao solo, para que a terra nao fique supersaturada. Na Figura 1, pode-se
observar que a maior parte da composicao do solo sdo de minerais, que dentre eles
estao a porgao de rocha, totalizando 50 % do total (CETESB, 2013).

Figura 1. Composigao do solo
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Fonte: CETESB, 2013.
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Dentre a porcentagem que representa a matéria organica, estdo inclusos os
microrganismos como bactérias, fungos e protozoarios. Esses seres vivos sao
responsaveis pela degradagcdo de residuos organicos e sintese de substancias
humicas. As substancias humicas sdo responsaveis pela capacidade do solo de reter
a agua, tém um poder tamponante e sdo fonte de nutrientes para os préprios

microrganismos, principalmente de carbono (Oliveira, 2021).

O tipo de solo também influencia de forma significativa a eficiéncia da
biorremediagdo. Solos arenosos sdao melhores de realizar a técnica, pois sdo
altamente porosos, facilitando a difusdo de oxigénio e, consequentemente, o

processo de degradacgao aerobico (Silva, 2007).

2.3.1 Contaminacgao do solo

O termo poluicado é definido como qualquer alteragao feita no meio ambiente
que seja prejudicial a saude, seguranca e bem-estar da populagado. As modificagdes
ambientais, como erup¢des vulcanicas e queima espontidnea de florestas, séo
naturais e sempre ocorrem ao longo do tempo, ndo sendo considerados no termo
definido (Viana, 2015).

A poluicdo do solo esta relacionada com alteragdes provocadas em suas
caracteristicas por causa de concentragoes elevadas de um determinado elemento,
tornando o solo improprio para uso dos seres vivos. A contaminagao do solo, se ndo
controlada, pode levar a sérios problemas ambientais, podendo chegar a contaminar

a agua subterranea (Kist Steffen; Bemfica Steffen; Antonilli, 2011).

A contaminacao do solo muitas vezes nao é percebida rapidamente, portanto,
€ preciso haver gerenciamento rigoroso. A contaminagao pode gerar danos graves
ao meio ambiente como um todo ao redor do solo, muitas plantas, por exemplo,
retiram seus nutrientes nos primeiros centimetros de solo e, com ele contaminado
com o6leo Diesel, por exemplo, sofre um grande risco de bloquear os canais de
captacédo de nutrientes, assim como liberar substancias toxicas para os vegetais
(Oliveira, 2021).

Ao entrar em contato com o solo, o poluente, pode ser adsorvido, lixiviado pelas

aguas de infiltragcdo ou arrastado pelo vento ou aguas de escoamento superficial,
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podendo chegar aos lencéis freaticos e corpos d’agua, o que pode ser muito
perigoso, pois chegando neste ponto, o poluente pode ser transportado para outras
regides com facilidade, e colocar em risco o abastecimento de agua (CETESB,
2013).

Alguns poluentes s&o altamente téxicos para as plantas como o diéxido de
enxofre (S0Oz2), fluoretos, 6xidos de nitrogénio (NOx), ozobnio troposférico (O3s),
amonia, material particulado produzido pela manufatura do cimento, por exemplo e
metais como zinco, berilio, mercurio, niquel e zinco. Todos esses poluentes podem
se acumular nas plantas de diversas formas, sendo um preocupante impacto a
reducdo da fotossintese (CETESB, 2013).

Outro nocivo poluente é o gas sulfidrico (H2S), gerado nas unidades de
tratamento de gas acido e recuperagao de enxofre, altamente irritante e tdxico para
os seres humanos, podendo causar diversas doencas como bronquite cronica,
conjuntivite, convulsdes e pode levar a o6bito se inalado de forma aguda e em
quantidades consideraveis (Mariano, 2001). Alguns outros poluentes organicos
também sdo extremamente problematicos, como & o caso dos hidrocarbonetos

policiclicos aroméaticos (HPAs).

Os HPAs sao compostos formados de carbono e hidrogénio, organizados em
dois ou mais anéis aromaticos. Sdo obtidos pela combustdo incompleta de
compostos organicos como acontece em fabrica de corante, produgao de carvao
vegetal e nos processos de extragao, refino e transporte do petréleo e seus derivados

(Jacques; Bento; Antoniolli; Camargo, 2006).

Alguns tipos de HPAs sdo o benzo(a)antraceno e benzo(b)fluoranteno,
compostos significativamente perigosos, pois, além de afetar as plantas sao
compostos carcinogénicos, genotoxicos ou mutagénicos para os seres humanos,
podendo levar ao desenvolvimento de doengas como o cancer (Paraiba; Saito,
2005).

Um grupo de compostos organicos denominado de BTX (Benzeno, Tolueno e
Xileno), também sao componentes do produzidos durante o refino do petréleo, como

na reforma catalitica. Nos seres humanos, esses compostos sao téxicos e podem
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causar diversos problemas de saude, pois sdo depressores do sistema nervoso
central e podem ser toxicos até em baixas concentragbes (Amaral et al., 2017;
Mariano, 2001).

Ja para o meio ambiente, o tolueno pode ser degradado pelos microrganismos;
o xileno também pode ser degradado por microrganismos, porém ele tem uma boa
mobilidade através solo, onde consegue persistir por muitos anos. Ja o benzeno
pode causar narcose, que € o acumulo de uma substancia quimica nas membranas

celulares, interferindo no funcionamento normal das membranas (Mariano, 2001).

2.4 BIORREMEDIAGAO

Ha diversos tipos de tratamento para o solo contaminado, dentre eles, a
biorremediacao, técnica de interesse deste trabalho, oxidagao quimica e remocéao
multifasica. A biorremediagao, € uma técnica que utiliza os microrganismos nativos
ou cultivados para degradar um poluente de interesse e recuperar o solo

contaminado (Andrade; Augusto; Jardim, 2010).

A biorremediacéo pode ocorrer por meio de respiracdo aerébia ou anaerobia,
ou com esses dois tipos de respiracdo, a depender da via metabdlica do
microrganismo. De acordo com Diaz et al. (2004), a degradagdo de produtos
derivados do petroleo é acelerada em condigdes aerdbicas. As bactérias aerdbias
dependem do oxigénio para realizar o mecanismo de ativagdo, enquanto as
anaerobias metabolizam os compostos na auséncia de oxigénio. Esses
microrganismos absorvem o contaminante, digerindo-o e transformando em
produtos como gas carbdnico e agua, liberando-os no local tratado (Morais Filho;
Coriolano, 2016). Os microrganismos empregam varias estratégias para aumentar a
disponibilidade de poluentes hidrofébicos, como a formacéao de biofilmes e producao
de biossurfactantes (Zahed et al., 2011).

Existem estratégias diferentes que podem ser utilizadas nessa técnica. Os tipos
de biorremediagdo in situ existentes sao: bioestimulagdo, bioaumentacao,
biosparging, atenuacao natural, fitorremediagao e bioventilagdo. Os processos ex
situ sao: landfarming, biopiling, compostagem, biofiltro, bioaumentagao, biorreator
(Silva, 2022). Para cada uma dessas estratégias, alguns fatores precisam ser

levados em consideragao, pois afetam diretamente no processo de biodegradagao
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dos compostos xenobiéticos no ambiente. Dentre os pontos, a estrutura quimica do
poluente, temperatura, pH, caracteristicas fisicas, presenga ou nao de metais
pesados e adaptagcdo dos microrganismos é uma variavel importante de ser
analisada. Essas variaveis podem e devem ser ajustadas quando necessario para

que o processo tenha sua maxima eficiéncia (Leonel et al., 2010).

A atenuagao natural utiliza dos processos biolégicos naturais que, de forma
aerdbica ou anaerobica, descontamina o solo sem a necessidade de interferéncia
humana. Os microrganismos quando se aderem a um material com propriedades
filtrantes, utiliza-se o Biofiltro para remediar o substrato. O Biopiling utiliza de pilhas

feitas com material organico (Silva, 2022).

Com o objetivo de otimizar o crescimento dos microrganismos e sua
capacidade de degradacgao, o biorreator € empregado como um tratamento local,
com condigbes especificas controladas, como temperatura, pH, agitagéo e aeragéo
do solo adequados. Na compostagem, tem-se o objetivo de decompor derivados do
petréleo junto com outros residuos orgénicos presentes no meio, além de ser

utilizada na decomposigéo do lixo organico (Silva, 2022).

O landfarming tem como objetivo a insercao do contaminante, em sua forma
soélida ou liquida, na parte superior do solo para ser degradado microbiologicamente
posteriormente. Os rejeitos s&o posteriormente incorporados ao solo por meio de
aracédo e gradagem. A utilizacdo de plantas e seu metabolismo para amenizar ou
descontaminar uma area de solo contaminada é denominada de fitorremediagao. As
plantas precisam ter boa capacidade de retencao, profundo sistema radicular e alta
taxa de crescimento, além de serem altamente resistentes ao poluente de interesse
(Leonel et al., 2010).

A bioventilag&o consiste na adigdo de oxigénio nos espacos vazios do solo com
0 objetivo de aumentar o crescimento dos microrganismos naturais do solo ou
introduzidos pela bioaumentacao. Essa técnica depende de a capacidade do ar ser
dispersada através do solo e é recomendavel para microbiota aerdbica (Tretin;
Braun; Balestrin; Thomé, 2017).

A bioestimulacao consiste na estimulagdo da microbiota adicionando mais
nutrientes como nitrogénio, fésforo e potassio. Tanto para o bioestimulo quanto para
0 bioaumento, a proporcdo de nutrientes ideal para utilizar na biorremediacéo € de
C:N:P:K (100:10:10:1) (Fonseca; Pontes, 2015).
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Cada nutriente é fundamental para algumas funcdes realizadas pelos
microrganismos. O carbono serve como fonte de energia orgénica para os
microrganismos heterotréficos e inorganica para os autotroéficos, além do dioxido de
carbono (COz2) ser importante para o metabolismo de ambos, sendo utilizada em sua
forma de carbonato (CO3%2) ou bicarbonato (HCOz") (Nicolau, 2014). O nitrogénio é
necessario para sintese de proteinas, acidos nucleicos (CropLife Brasil, 2021). O
fosforo é essencial pois € um componente dos nucleotideos, servem para
armazenamento de energia celular como ATP e ADP e também sao utilizados, assim
como o nitrogénio, para a sintese de acidos nucleicos como ADN (acido

desoxirribonucleico) e ARN (acido ribonucleico) (Nicolau, 2014).

O potassio é responsavel pelo sistema de antiporte Na+/K+, sdo solubilizados
pelas bactérias, aumentando o crescimento de alguns tipos como Bacillus,
Pseudomonas, Aspergillus e Penicillium. O potassio € posteriormente liberado pelas
bactérias para uso das plantas, por meio da acao de acidos organicos e inorganicos
produzidos pelos microrganismos que agem com a liberagcao de H+ ou complexantes
(Cola; Siméo, 2012).

A bioaumentacgao, técnica de interesse deste trabalho, se consiste no processo
de biorremediag&o que tem como objetivo a avaliacdo da capacidade de degradacao
de um poluente de interesse por meio do aumento da concentracido de
microrganismos, ou insercao, geralmente, de um consorcio de bactérias e/ou fungos,
por exemplo, que s&o capazes de realizar esse processo de biodegradagao (Mariano
et al., 2008).

2.4.1 Bioaumentagao

Alguns parametros sdo fundamentais para que o bioaumento ocorra de forma
adequada, como as caracteristicas dos microrganismos, que sao: estabilidade
genética, alta capacidade de degradacado dos poluentes, alto nivel de atividade
enzimatica e a capacidade de competir com a populagdo nativa do solo, além de que
eles ndo podem ser toxicos (Oliveira, 2008). Segundo Colla (2012), a bioestimulagao
e bioaumentacgio sucessivas, em que se ocorre a inoculagdo dos microrganismos em
estagios, podem aumentar a eficiéncia da biodegradacao, pois a concentragdo dos
agentes degradadores se mantém adequada, na ordem de 106 a 10° UFC/g de solo
seco (Lebkowska et al., 2011).
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Algumas bactérias sao referenciadas como mais utilizadas nesse processo:
Acidovorans, Pseudomonas, Bacillus, Comomonas e Micrococcus. Os consorcios
microbianos sao recomendados na biodegradagado de solos contaminados, pois os
microrganismos interagem entre si, possibilitando relacées de mutualismo, além de
possuir enzimas especificas para determinados tipos de compostos recalcitrantes,
aumentando as possibilidades de degradacao dos poluentes (Wetler-Tonini; Rezende;
Gravitol, 2010).

Desde 2007, a aplicagao do bioaumento é permitida no Brasil respeitando as
normas técnicas da Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB) e sua
aprovacao de uso depende de fatores, tais como os tipos de microrganismos utilizados
e a area de aplicagdo (Andrade; Augusto; Jardim, 2010). Muitas espécies de
microrganismos conseguem metabolizar os derivados de petrdleo, gerando produtos
como dioxido de carbono e agua. Do total de contaminante metabolizado, 50% sao

transformados em COz2, e o restante é utilizado na produ¢ao de biomassa.

Para que a biorremediagao aconteca, sdo necessarias algumas condigbes que
afetam a velocidade de reprodug¢do dos microrganismos, tais como a umidade, para
que as reacgbes acontecam; o oxigénio — receptor de elétrons no metabolismos
microbiano, para que os hidrocarbonetos oxidem de forma mais rapida; contato 6leo-
agua, relagédo que controla a velocidade de degradagéo e oxidagéo e a quantidade de
nutrientes (nitrogénio, enxofre e fésforo) adequada para o bom crescimento dos

microrganismos (Serafim, 2011).

Atualmente, a atencao tem sido voltada para o uso de consércios microbianos,
pois, em comparagao com as culturas puras, estes apresentam maior eficacia na
degradacao dos hidrocarbonetos. Sua eficacia é resultado da maior capacidade do
consorcio em utilizar grandes quantidades de HAPs como fonte de carbono e
conseguir mineralizar esses derivados do petroleo, transformando-os em CO2z e agua.
Devido a agdo de mais de um microrganismo, os seus metabolismos se
complementam, enquanto alguns microrganismos utilizam o 6leo Diesel diretamente,
outros utilizam de intermediarios produzidos pelos primeiros microrganismos
(Jacques; Bento; Antoniolli; Carmargo, 2006).

Por causa do grande niumero de enzimas envolvidas durante o processo de

degradacédo do petréleo, a maior parte dos microrganismos nativos do solo nao
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conseguem metabolizar os compostos mais complexos. Portanto, surgiu a importancia
de se isolar e selecionar microrganismos nativos ou nao do solo que consigam
degradar o petréleo e seus derivados para que sejam utilizados na biorremediagao de
solo contaminado (Jacques; Bento; Antoniolli; Carmargo, 2006).

Algumas das espécies de bactérias eficazes na degradagdo de
hidrocarbonetos sédo dos géneros Pseudomonas, Aeromonas, Flavobacterium,
Nocardia, Sphingomonas, Mpycobacterium, Stenotrophomonas, Burkholderia,
Microbacterium, Gordonia, entre outros. Para os fungos, algumas espécies sdo dos
géneros Cunnighamella, Phanerochaete,Fusarium, Candida, Penicillium, Trametes,

Aspergillus,Bjerkandera, entre outros (Jacques; Bento; Camargo, 2007).

2.4.1.1 Consoércio

As bactérias do género Lactobacillus, mais especificamente L. casei e L.
acidophilus sao gram-positivas, forma de bastonetes e ndo formam esporos. Sao
estritamente fermentativas, resistentes a ambientes acidos (Hammes; Vogel, 1995).
Suas aplicacbes tém relagdo com a industria de alimentos pois s&o probidticos, sendo
utilizados na preparagéo de iogurtes, leites fermentados e queijos, mas também sao
utilizadas para degradar derivados de petréleo (BURITI; SAAD, 2007).

A levedura Saccharomyces cerevisiae € um fungo unicelular que cresce em pH
entre 5.0 e 6.0. E &cido-resistente e bastante utilizada para degradar 6leos e
compostos aromaticos (Linde et. al., 2022). A utilizagao desses microrganismos de
forma separada é possivel, mas pode conter limitagdes, por isso se utiliza do consércio
de microrganismos para realizar a biorremediagao com resultados mais eficazes, pois
suas agdes sdo combinadas para degradar os derivados de petréleo (Montagnolli,
2011).

Para o solo, existem inUmeras espécies de bactérias e fungos que realizam a
biodegradacédo de hidrocarbonetos, sendo a concentracdo desses microrganismos
maior e mais ativa em solo ja contaminado (Jacques; Bento; Camargo, 2007). Porém,
em uma comparagao mais direta, os fungos tém vantagem, pois as bactérias tém sua
capacidade de degradacao diminuida a medida que a cadeia carbbnica aumenta,

enquanto que os fungos n&o sao afetados por essa condi¢ao (Serafim, 2011).
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2.4.2 Determinagao da biodegradagao por respirometria

A respirometria € um método utilizado para medir a acdo microbiana na
degradacgao de compostos organicos como o 6leo Diesel. O método consiste em medir
a respiracao basal do solo, a partir da quantidade de diéxido de carbono (CO2) liberada
no processo de degradagcdo do composto pelos microrganismos utilizando os
respirbmetros de Bartha, padronizado pela técnica ABNT-NBR 14.283, de 1999
(Carmona, 2016).

Com isso, é possivel avaliar o nivel de tratamento dos residuos contidos no
solo, assim como a taxa de aplicagcdo em condi¢cdes ideais de umidade do solo,
ajustes de pH e nutrientes do solo, caso seja necessario, e a manutengcdo das
condigdes aerdbias para que a degradagdo ocorra com o maximo rendimento

possivel (Mello, Morita, Manfredini, Rivera, 2007).

Sao utilizadas vidrarias especificas chamadas de respirdbmetros de Bartha visto
na Figura 2, onde na primeira camara, frasco “Erlenmeyer’, ocorre a biodegradagao
dos compostos pelos microrganismos nativos ou introduzidos no solo, produzindo
CO2. O CO2que é transferido para a segunda camara, o braco lateral, reage com a
solugado de KOH, produzindo K2COs, como mostrado nas equagbes 1 e 2, sendo
medida sua condutividade. Pela proporcdo de K2COs e CO2 ser 1:1 mol, a medicéo

do COz2 é feito indiretamente (Fernandes, 2023).

Biodegradagao da matéria organica:

MA) + O2(g) — H20q) + CO2(g) Equacéo 1

Absorcéo do CO2 gerado:

2 KOH) + CO2g) = K2COs(y + H20¢) Equacgédo 2

Admite-se que 50% do carbono biodegradado (C) sado transformados em COg,
portanto, o gas carbdnico quantificado no ensaio respirométrico (COz2) representa
50% de todo o carbono biodegradado, e os 50% restante, se transformam em humus
e biomassa (NBR 14283 — ABNT, 1999).
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Figura 2. Esquema do respirémetro de Bartha

Legenda:
A -Tampa da canula (vedagio
com papel "PARA-FILM")
B - Cénula (O int. 1 a 2 mm)
75 mm com dispositivo para a introdugdo
da seringa
C - Vedagdio com rolha de
borracha
D - Brago lateral (© = 40 mm;
H = 100 mm)
E - Solugdo de KOH-02N
F - Solo/lodo/nutrientes (50
D gramas em base seca)

\ 20 mm G -Frasco “Erlenmeyer” (250 mL)

H - Vilvula
G I - Camada suporte (1d de vidro
ou algodio)
J - Filtro de ascarita ou cal
sodada (¢ =15 mm e H=40 mm)

gA

e

Fonte: Mello, Morita, Manfredini, Rivera (2007).

2.5 CORROSAO

A corrosdo é um processo espontdneo que causa a deterioracdo por agao
fisica, quimica ou eletroquimica do material, geralmente metalico, de forma uniforme
em toda a superficie ou localizada, podem atingir camadas mais profundas do metal
(Vieira, 2013). Esse processo faz com que a durabilidade e desempenho desses
materiais figuem comprometidos, levando a consequéncias como desgaste,
modificagbes estruturais e transformagbes quimicas, podendo causar sérios
problemas nos mais variados setores, principalmente nas industriais quimica e
petroleira. Acidentes em locais como esses podem acarretar serios danos, inclusive,
riscos a integridade dos seres humanos e acometer o meio ambiente (Frauches-
Santos; Albuquerque; Oliveira; Echevarria, 2014).

A corrosao que mais preocupa a industria do petréleo é a eletroquimica, devido
a presenca de sais, gases dissolvidos e microrganismos do fluido de perfuragéo e da
agua de producao. Na produgéo de petrdleo e seus derivados, ha a formagao de H2S
e CO:2 que acidificam o meio e aumentam a taxa de corrosdo. O acido sulfidrico
estimula e acelera a corrosao causando a plasticidade do ago e rachaduras, enquanto
que o didxido de carbono dissolvido em agua gera o acido carbdnico que mesmo nao
sendo tdo corrosivo quanto o oxigénio, pode causar corrosédo por pites (Frauches-
Santos; Albuquerque; Oliveira; Echevarria, 2014).

A prépria agua funciona como eletrdlito causando a corrosao, pois ela hidrolisa

alguns compostos como cloretos, aumentando a acidez do meio (Frauches-Santos;
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Albuquerque; Oliveira; Echevarria, 2014). A presencga da agua juntamente com outros
sais, areia e oxigénio também aumenta a corrosividade, além de provocar um
processo erosivo do material (Vieira, 2013).

Microrganismos também podem dar condi¢des para a ocorréncia de pilhas por
aeracao diferencial levando a intensa corrosao, pois essas pilhas sdo formadas sob
depdsitos porosos como biofilmes ou material inorganico, gerando uma diferenca de
concentragcao de oxigénio, motivo pela qual a corrosdo acontece na parte menos
aerada (anodo) (Felipe et al., 2013). O principal agente causador desse tipo de
corrosdo é a deposicdo de matéria organica na superficie do material (Carvalho,
2006).

2.5.1 Corrosao Microbiolégica

A corrosdo microbiolégica esta ligada a formagao dos biofilmes, que se inicia
com a adesao dos microrganismos ao substrato, por meio da excregao das
substancias poliméricas extracelulares (EPS), que se adere fortemente a superficie
do metal, iniciando a formagdo do biofilme microbiano, que além de acelerar a
corrosao do material, protege os microrganismos, pois cria uma barreira de protecéo
contra possiveis solugdes, como os biocidas (Dalla Costa et al., 2016). Na industria
do petroleo, a corrosdo é extremamente perigosa, podendo desencadear acidentes
bastante graves, pois reduz a vida util dos materiais metalicos. Alguns exemplos sao
os oleodutos, que podem gerar vazamentos de petroleo e seus derivados, resultando
em enormes prejuizos ambientais como a morte dos animais marinhos, pela alta taxa
de poluigao langada (Moreira, 2021).

A remocgao desses biofilmes demanda custos, pois necessitam de limpeza e
manutencio dos equipamentos. A prevengao e a protegao contra corrosdo diminuem
a degradagao de metais e materiais e, portanto, contribuem de maneira significativa
para a conservagao de recursos, com danos minimos aos ecossistemas (Gentil;
Carvalho, 2022). A industria do petréleo possui estratégias de inibigéo, interferéncia
e/ou remocao dos biofilmes, pois os métodos convencionais que utilizam somente
agentes quimicos apresentam bastante resisténcia pelos microrganismos (Noronha et
al., 2017).

A corrosdo microbiologicamente induzida ou biocorrosdo, envolve a

deterioragdo do material pela agdo de microrganismos que, na maioria dos casos,
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envolve bactérias, mas também pode ocorrer pela atividade de fungos e algas
(Vieira, 2013). Alguns parametros devem ser levados em consideragao para ocorrer
a corrosao, por exemplo, concentragao de oxigénio dissolvido, presencga de sais, pH,
condutividade e outros. Esses parametros podem ser influenciados pelos
microrganismos quando esses produzem o biofiime, que é uma complexa
comunidade de microrganismos e substancias poliméricas extracelulares
(extracellular polymeric substance, EPS) todos ligados a superficie do metal
(Teixeira, 2021).

Muitos problemas relacionados a corrosdo dos materiais metalicos estao
associados aos microrganismos, como o aumento no consumo de energia pelo
sistema devido a formagao de biofilmes nos permutadores de calor. Além disso,
esses biofilmes que se acumulam, chamados também de biofouling, reduzem a vida
util dos equipamentos e apresentam riscos a saude humana, podendo causar
doengas como a legionelose, uma forma de pneumonia provocada pela bactéria
Legionella (Mota; Prantera, 2009).

Na imagem da Figura 3 é detalhado o processo de formagdo do biofilme

produzido pelos microrganismos durante o processo metabdlico.

Figura 3. Processo de formagao do biofilme pelos microrganismos.
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Fonte: Felipe et al. (2013).

A corrosdo pode ocorrer por diversos processos € mecanismos, sendo a
corrosao induzida e/ou influenciada por microrganismos um dos tipos de corroséo
mais preocupantes para a industria do petréleo. A corrosao microbioldgica pode ser
dividida como: tipo 1, causada por microrganismos eletrogénicos, que utilizam gas

hidrogénio como transportador de elétrons, atacando o ago-carbono e o0 ago
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inoxidavel, por exemplo, usando catalise enzimatica no citoplasma para reducao de
um oxidante. O tipo 2 & causado por microrganismos fermentativos que secretam
metabdlicos corrosivos e sdo oxidados na superficie do metal, ndo € necessario
aceptor externo de elétrons e produzem metabdlicos bastante acidos. O tipo 3 pode
ser causada por uma substancia organica extracelular microbiana que, por sua vez,
causa corrosao por mecanismos como as diferencas de aeragao nas superficies dos
acos e também acidez localizada. Diversos microrganismos estéo relacionados com
a biocorrosédo, mas alguns grupos microbianos se destacam no processo: bactérias
precipitantes do ferro, oxidantes do enxofre, produtoras de exopolimeros e as
bactérias redutoras de sulfato (GU, 2012; Gentil; Carvalho, 2022).

2.5.2 Ago-carbono ASTM A-36

O acgo-carbono é uma liga composta, principalmente, por ferro e carbono
(proporgcdo de cerca de 0,008 % a 2,11 % de carbono) e alguns elementos
secundarios como silicio, manganés, fosforo e enxofre. O ago-liga sdo agos-carbono
que apresentam um teor maior que o normal de elementos secundarios (Panonni,
2002).

Os acgos-carbono podem ser divididos em 3 tipos: acos de baixo teor de
carbono, médio teor de carbono e alto teor de carbono. Os agos de baixo teor de
carbono possuem concentragao abaixo de 0,3 %, sao bastante ducteis e bons para
trabalho mecanico e soldagem. No entanto, ndo sao suscetiveis a temperas. Os acos
de médio carbono possuem concentragdo de carbono entre 0,3 % e 0,7 %, sao
temperaveis e possuem o6tima tenacidade e resisténcia. Os agos de alto teor de
carbono possuem concentragdo de carbono acima de 0,7 % e apresentam alta
dureza e resisténcia apos passar pelo processo de témpera. Para os acgo-liga, podem
ser divididos em baixo teor de ligas (> 8 %) e alto teor de ligas (< 8 %) (Panonni,
2002).

O ago-carbono ASTM A-36 € um aco estrutural de graos finos, de baixa liga,
baixo carbono, ligados ao manganés, enxofre e fésforo controlados, altamente
resistentes e baixa liga (ASBL), possuem limite de escoamento de 170 a 275 Mpa e
dependem do teor de carbono para desenvolver sua resisténcia (Panonni, 2002). No

quadro 1, estéo listadas a proporgao de cada elemento que forma o ASTM A-36.
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Quadro 1. Composi¢édo quimica do ago-carbono ASTM A-36

Elemento quimico Quantidade do ASTM A-36 (%)
C Max. 0,26
Mn -
Max. 0,04
Max. 0,05
Si Max. 0,40
Ni -
Cr -
Mo -
Cu 0,20
V -
Nb -
Propriedades mecanicas Quantidade (Mpa)
Limite de resisténcia 400-550
Limite de escoamento Min. 250

Fonte: adaptado de Panonni (2002).

O aco-carbono ASTM A36 é utilizado em diversas areas como estruturas
metalicas em geral, implementos rodoferroviarios, como chassis de caminhdes e
construgao civil, também é utilizado em tanques de armazenamento de petréleo e

seus derivados (Lima Junior et al., 2014; Allgayer, 2017).

2.5.3 Microscopias

A microscopia tem por objetivo a observacdo de objetos que n&o seriam
possiveis de serem vistos a olho nu, somente ampliados por microscopio. A
observagao desses objetos pelo microscopio € causada por principios da éptica como
reflexao e refracédo e a dispersdo cromatica, que consiste na refracdo da luz branca
se dispersando em outras cores basicas, por exemplo. Dos tipos de microscopia foram
utilizadas neste trabalho, a microscopia Optica e a Microscopia Eletrébnica de
Varredura (MEV) (Mannheimer, 2002).

A microscopia Optica € um microscopio luminoso (ML) e utiliza da radiagao de

ondas luminosas que sao refratadas através da lente do equipamento. A area
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observada por esse tipo é apresentada de forma brilhante e os objetos de interesse
aparecem de forma mais escura. O microscépio optico consegue atingir aumentos
uteis de até 1000x (Galleti, 2003).

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) utiliza radiagdo gerada por feixe
de elétrons, que sao também refratadas pela lente do equipamento, passando pelo
objeto a ser estudado e tendo sua imagem gerada em sequéncia com o tempo, a
medida que o objeto é varrido pelos feixes. Sua capacidade de ampliagdo ¢ alta
chegando a valores entre 200.000x e 400.000x, isso se deve a utilizagao de raios
eletrbnicos de curto comprimento de onda e diminuicdo da distancia focal (Galleti,
2003).
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3 MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Materiais Compdsitos, Corroséo e
Biocorrosdo (CompolLab-LBC), no Instituto de Petréleo e Energia (i-LITPEG) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), na cidade do Recife, Pernambuco.

O experimento foi dividido nas seguintes partes:

1 — Coleta e caracterizacao fisico-quimica do solo;

2 — Preparacao dos indculos de bactérias e leveduras (consorcio microbiano);

3 —Montagem dos biorreatores e dos respirémetros de Bartha com os inéculos e carga
de 6leo Diesel;

4 — Analise microbiolégica dos solos;

5 — Andlise do indice de biodegradagéo do éleo Diesel pelo ensaio de respirometria;
5 — Analise das taxas de corrosdo dos corpos de prova de ago-carbono ASTM A36,
enterrados no solo contaminado com o Diesel S-10 e biorreatores com o bioaumento

do consodrcio microbiano e o controle.

3.1 COLETA DO SOLO

O solo coletado foi de area proxima a refinaria de Abreu e Lima, no porto de
Suape, no municipio de Ipojuca (PE). A coleta foi feita de acordo com a norma ABNT-
NBR-14283:1999. A area da coleta foi de aproximadamente 400 m?, em que foram
recolhidas amostras em diversas regides, utilizando um cavador de solo, em uma
profundidade de aproximadamente 15 cm. As amostras coletadas foram armazenadas
em recipientes limpos de PVC.

A amostra de solo foi homogeneizada e misturada, com secagem em bancada,
dentro do laboratério, em ambiente seco e arejado, por 4 dias. Apos secagem, o solo
foi peneirado em malha de 2,0 mm e armazenado em uma caixa de plastico com
tampa, em temperatura ambiente para ser utilizado posteriormente. O solo apés
peneiramento foi denominado de Terra Fina Seca ao Ar (TFSA). Na Figura 4, pode-

se observar o solo peneirado e residuos como cascalho e britas.
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Figura 4. Recipientes com o solo peneirado e os residuos retidos na peneira, respectivamente.

(a) Solo peneirado (b) residuos retidos na peneira

Fonte: O autor (2023).

3.2 ANALISES DE CARACTERIZACAO DO SOLO

Foram tomadas amostras de 500 g de TFSA para realizagdo das analises de
granulometria, carbono organico total e teor de 6leos e graxas em 3 pontos: t= 0, t=
42 e t= 56 dias.

A caracterizagao do solo foi realizada seguindo normas e procedimentos:
. Coleta do solo (Luchese, 2002; Embrapa, 2017; ABNT-NBR-14283:1999);

. Preparacdo das amostras de solo no laboratério (Luchese, 2002; Embrapa,
2017);

. Curva de neutralizagédo do solo (ABNT-NBR-14283:1999);

. Capacidade de retengao da agua no solo (Luchese, 2002);

. Determinacao do teor de umidade do solo (Embrapa, 2017);

. Teste de pH (Luchese, 2002);

. Carbono orgénico total (Carmo; Silva, 2012);

. Oleos e graxas (metodologia 5520 D e E);
. Densidade de particulas (Embrapa, 1997);
. Densidade aparente (Embrapa, 1997);

. Porosidade (Embrapa, 1997).

3.2.1. Teste de granulometria
As analises de granulometria e classificagdo do solo foram feitas de acordo

com a metodologia da Embrapa — Manual de Métodos de Analise de Solo (1997).
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Foi colocado 20 g de TFSA em copo de plastico de 250 mL e adicionados 100
mL de agua e 10 mL de hidroxido de sédio. Agitado e deixado em repouso por 24h,
cobrindo o copo com um vidro de relégio.

Foi transferido o conteudo para copo metalico do agitador elétrico “stirrer” com
auxilio de jato de agua, deixando o volume em torno de 300 mL. O copo foi deixado
no agitador por 5 minutos.

O conteudo foi peneirado com peneira de 20 cm de diametro e malha de 0,053
mm (n° 270), colocada sobre um funil apoiado em um suporte composto por proveta
de 1000 mL. O material retido foi lavado na peneira com agua, colocado a mais de 3
metros de altura, para que obtivesse uma pressao uniforme na mangueira € uma
lavagem eficiente e rapida das porg¢des de solo. O volume de agua foi completado até
0 menisco, com auxilio de uma pipeta.

A suspensao foi agitada por 20 minutos com bastdo, tendo este, na
extremidade inferior, uma tampa de borracha com furos e didmetro um pouco menor
que o cilindro ou proveta. O tempo de concluséo da agitagao foi marcado.

O branco foi feito, colocando-se o dispersante utilizado em proveta de 1000 mL
contendo agua. O volume foi completado, agitando-se por 20 segundos e anotado o
tempo. A temperatura do branco e da amostra foram medidas e verificada o tempo de
sedimentagcao da fragdo argila para 5 cm de profundidade. O tempo foi calculado
introduzindo uma pipeta de 50 mL com pipetador automatico de borracha até a
profundidade de 5 cm e coletada a suspensao.

Foi transferida para capsula de porcelana juntamente com a porgéao
proveniente da lavagem da pipeta e repetida essa operagao para o branco. A capsula
foi colocada em estufa e deixada em repouso durante 24h, até evaporar
completamente a suspensdo. Foi retirada e colocada em dessecador até esfriar,
pesado-se posteriormente com aproximagao de 0,0001 g, para determinar a argila e
o residuo do branco.

A areia retida na peneira 0,053 mm foi lavada com jato forte de agua corrente.
A fracdo de areia foi transferida para lata de aluminio numerada e com peso
conhecido, eliminado o excesso de agua e colocado em estufa. Apés secagem de 5
horas, foi deixado esfriar e pesado com aproximacéao de 0,05 g, obtendo-se o0 peso da
areia grossa + areia fina. Essa fragao foi transferida para peneira de 20 cm de diametro
e malha de 0,2 mm (n° 70) e colocada sobre recipiente metalico de mesmo didmetro

e separado a areia grossa.
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A areia fina foi transferida para a mesma lata onde foi anteriormente usada para
para pesar. As duas fragdes de areia foram colocadas separadamente em sacos
plasticos e anotados o numero da amostra, para serem realizadas a analise

mineroldgica.

3.2.2. Andlise da capacidade de retencao de agua no solo

A analise de capacidade de retengao de agua, como mostrado na Figura 5, foi
feita em triplicata, segundo Luchese (2002). Foram adicionadas 100 g de TFSA em
um funil de vidro, com papel de filtro. O conjunto de funil, papel de filtro e amostra de
TFSA, posicionado sobre uma proveta graduada de 250 mL. 100 mL de agua destilada
foram vertidos sobre a amostra de solo no funil, com 24 horas de descanso, até que
percolasse 0 maximo de agua possivel pelo sistema. Apds as 24h, o volume de
percolado foi anotado.

A capacidade de retencdo da agua é dada pela Equacéo 3.

Capacidade de retengéo agua (Cr) = (Vi‘;in) =100 Fauagaos
Em que:
- Cr = porcentagem (%);
- Vi = Volume inicial (mL);
- Vr = Volume final (mL).

Figura 5. Analise da capacidade de retengdo da agua.

Fonte: autor (2023).
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3.2.3. Andlise da umidade do solo

A analise da umidade do solo foi realizada utilizando-se o solo da andlise da
capacidade de retengao de agua, a partir do calculo da diferenga gravimétrica apos a
secagem da amostra de solo (Embrapa, 2017).

Foram pesados 10 g, dos 100 g de solo umido, da analise de capacidade de
retencdo em placas de Petri, em triplicata. A amostra foi seca em estufa a 105°C, com
massa pesada a cada 2 horas e repeticdo do ciclo de secagem e pesagem até a
constancia dos pesos.

O teor de umidade foi determinado pela formula da Equagao 4 abaixo:

_ Pu—Ps

= Equacgéao 4
Wg Pa * 100 quag

Em que:
Wy = Teor de agua na amostra umida, em percentagem em peso (%);
Pu = Peso da amostra de TFSA umido (g);

Ps = Peso da amostra seca (g).

3.2.4. Analise do pH

A analise de pH foi realizada segundo método de Luchese (2002). Pesou-se 10
g de TFSA, em ftriplicata, em um béquer contendo 25 mL de agua destilada. A
suspensao agua+solo foi mantida em agitacdo magnética por 5 minuto. Apés repouso

de 20 minutos, mediu-se o pH do sobrenadante com pHmetro (Digimed DM-22).

3.2.5. Analise de carbono organico total

A analise de carbono organico total foi feita segundo método Walkley-Black

modificado (Leite; Bernardes; Oliveira, 2004; Conceigéao et al., 1999).

O método consiste na oxidagdo do carbono organico do solo pelo Cré* na
presenga de H2SO4 concentrado, na qual o excesso de Cré* é titulado com Fe?*, sendo

utilizados dicromato de potassio e sulfato ferroso. Em que, segue-se a formula 5.
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Contetido de MO =CO * 1,724 Equacado 5

Em que:
MO — Matéria Organica (g/kg de solo);
CO - Carbono Orgéanico;

1,724 — Fator de correcao.

3.2.6. Analise de 6leos e graxas

A analise de 6leos e graxas foi realizada a partir da metodologia 5520 D e E,
em que de 5 g de TFSA foram pesados e transferidos para cartuchos especificos para
extracdo. As amostras foram levadas ao Soxhlet, a 80 °C, reticulada a uma velocidade
de 3 ciclos/min por 4 horas. Os solventes utilizados foram acetona e hexano na mesma
proporcao. Por fim, com a recuperagédo dos solventes, o teor de 6leos e graxas foi
calculado por gravimetria (Teixeira et al., 2017).

O teor de dOleos e graxas é determinado pela Equacéo 6.

P —P

0G = ( ) * 1000 Equacéao 6

Em que:

P+ = massa do baldo com residuo de 6leos e graxas (g);
P2 = massa do baldo vazio (g);

m = massa de TFSA utilizada (g);

OG = teor de d6leos e graxas na TFSA (g/g).

3.2.7. Analise da densidade de particulas

20 g de amostra de TFSA, previamente seca em estufa a 105°C por 24h foram
transferidas para um balao volumétrico de 50 mL. Foi adicionado alcool etilico P.A. ao
balao até a formagao do menisco de 50 mL (Embrapa, 1997).

O valor do volume de TFSA (Vs) foi calculado de acordo com a Equacgao 7.
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Vg = Vg-Vy Equagéo 7

Em que:
Vs = volume de TFSA (cm?3);
VB = volume do baldo (cm?3);

Va = volume do alcool etilico (cm?).

Com o valor do volume de TFSA encontrado foi possivel encontrar o valor da

Densidade de Particulas (Dp) pela Equagéo 8.

Dp =— Equacéao 8

Em que:
Dp = densidade de particulas (g/cm3);
M = massa de solo (g);

Vs = volume do solo (cm3).

3.2.8. Analise da densidade aparente

A densidade aparente foi realizada segundo metodologia da EMBRAPA (1997),
em que uma proveta de 10 mL foi pesada, com massa (A). Foi adicionado TFSA até
o menisco de 10 mL da proveta, a qual teve sua massa aferida, massa (B).

A densidade aparente é calculada pela Equacao 9.

B—A
= Equacao 9
DA 100 quag

Em que:

DA = densidade aparente (g/cm?3);
A = peso da proveta (g);

B = peso da proveta + TFSA (g).
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3.2.9. Andlise da porosidade

A analise de porosidade foi realizada utilizando-se os resultados obtidos nas
analises da densidade de particulas e densidade aparente, pois a porosidade é a
razdo entre o volume ocupado pelos poros e a densidade aparente do solo
(EMBRAPA, 1997).

A porosidade foi calculada pela Equacao 10.
Dp — DA .
P (%) = (D—> * 100 Equacao 10
P

P = porosidade (%);
Dy = densidade da particula (g/cm3);

DA = densidade aparente (g/cm?).

3.2.10 Esterilizagcao do solo

Foram adicionados 500 g de TFSA em saco plastico autoclavavel e submetido
a esterilizacdo em autoclave a 121 °C por 30 minutos, em 2 dias seguidos. Foi
realizada uma verificagéo da eficiéncia do processo de esterilizagdo do solo, analises
de quantificagbes de bactérias heterotroficas aerdbias e anaerdbias (BHA e BHAN) e
consorcio de bactérias e leveduras nos meios de cultura citados na sec¢ao 3.2.11,
(Mello et al., 2007).

3.2.11. Analises microbiolégicas

Foram feitas analises para conhecimento das concentragdes iniciais da
microbiota do solo, que ndo passou pelos processos de esterilizagao e do solo apos
realizagao do bioaumento com o consércio de bactérias e leveduras, no tempo inicial
(T = 0 dias).

Foram realizadas inoculagbes para quantificar as Bactérias Heterotréficas
Aerdébias (BHA) pelo método do Numero Mais Provavel (NMP) em caldo nutriente,
Bactérias Heterotréficas Anaerdbias (BHAn) pelo método do NMP em meio
tioglicolato, fungos pelo método pour-plate em meio Sabouraud, consorcio de
bactérias e leveduras pelo método pour-plate em meio Tryptic Soy Agar (TSA) e as

Hidrocarbonoclasticas pelo método NMP em meio Bushnell- Hass (BH).
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3.3 CONSORCIO DE BACTERIAS E LEVEDURAS PARA O BIOAUMENTO.

O consorcio de micro-organismos eficazes, da marca Dr. Higa’s Original, cuja
composi¢cao é formada por agua (95%), melago de cana liquido (5%) e micro-
organismos naturais sem alteracbes genéticas L. casei (> 4,7 x 10* UFC/mL), L.
acidophilus (> 7,9 x 10* UFC/mL) e Saccharomyces cerevisiae (1,5 x 108 UFC/mL).
Na Figura 6 esta exposto o frasco contendo o consércio que foi utilizado nos

experimentos.

Figura 6. Frasco contendo os microrganismos eficazes utilizados no experimento

Dr. Higa's Original

EMe-1

Microorganismos Eficazes®

Fonte: O autor (2023).

3.4 PREPARO DO INOCULO DO CONSORCIO DE MICRORGANISMOS

O inoculo foi preparado conforme instrugdes do fabricante, uma solugao
composta por 5% do produto, 5% de melago de cana e agucar, misturados em 90%
de agua limpa. A solugao foi homogeneizada e deixada em fermentagao por 4 dias.
Apos o periodo de fermentagdo, o indculo apresentou mudanga de coloragao, de
marrom escuro para marrom alaranjado, odor agridoce e pH 4. Na Figura 7 esta

exposto o inéculo preparado.
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Figura 7. In6culo do consércio de microrganismos pronto para ser utilizado

Fonte: O autor (2023).

3.5 BIORREATORES

Para a avaliacdo da biodegradagédo do éleo Diesel pelos micro-organismos
foram montados 4 biorreatores, sendo 3 biorreatores para analises por respirometria
e outro biorreator para analise da biodegradacao através do teor de 6leos e graxas.
Para quantificagdo das taxas de corrosao e analises das superficies dos agos foi
montado um biorreator.

O biorreator bandeja estéril foi feito em parceria com um trabalho anterior de
Camara (2023). O biorreator e respirdbmetro controle foram feitos em parceria com
outro trabalho anterior de Silva (2023).

3.5.1 Biorreatores Bandejas
O ajuste da umidade nos biorreatores com bioaumento foi alcangado conforme
Equagao 11:

V de agua total = V de agua pura + V de indculo Equacéao 11

Os sistemas que foram utilizados para os ensaios de biodegradagao do 6leo

Diesel foram organizados da seguinte maneira:

¢ Biorreator controle: solo ndo esterilizado, com o ajuste de agua, composicao

exposta na Tabela 1:
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Tabela 1. Componentes do biorreator controle.

Componente Quantidade (g)
Solo 2745,00
Agua 255,00

Fonte: O autor (2023).

e Biorreator estéril: solo esterilizado em autoclave a 121 °C por 30 minutos, 2
dias seguidos, armazenado em recipientes previamente desinfectado com
peréxido de hidrogénio a 100 ppm. O sistema montado foi composto pelas

cargas expostas na Tabela 2:

Tabela 2. Componentes do biorreator com menor concentragéo celular.

Componente Quantidade (g)
Solo 4355,60
Oleo Diesel 235,67
NH4NO3 62,04
K2HPO4 12,36
Agua 347,00

Fonte: O autor (2023).

¢ Biorreator com consoércio de micro-organismos: solo nao esterilizado, com
0 ajuste de agua e nutrientes e o bioaumento com inéculo de micro-organismos

eficazes. Composicao exposta na Tabela 3.

Tabela 3. Componentes do biorreator com consoércio de microrganismos.

Componente Quantidade (g)
Solo 2478,40
Oleo Diesel 132,64
NH4NO3 34,91
K2HPO4 6,96
Agua 41,7
In6culo de
300,00

microrganismos eficazes
Fonte: O autor (2023).
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Os biorreatores foram montados em bandejas de policloreto de vinila (PVC); a
primeira bandeja, dimensdes 28 cm x 20,5 cm x 6,4 cm foi utilizada para o bioaumento
com o consorcio de bactérias e leveduras, Figura 8a. Na Figura 8b pode-se observar
outra bandeja, com dimensdes 55 cm x 42 cm x 13 cm, que foi utilizada para montar

o biorreator com solo que foi esterilizado e apresentou menor concentracao celular.

Figura 8. Biorreatores utilizados para o solo com consorcio e solo com menor concentragao celular,

respectivamente. (a) solo com bioaumento; b) solo com menor concentragao celular

Fonte: O autor (2023).

Os biorreatores foram configurados utilizando-se a combinagao de agua, 6leo
Diesel, nutrientes e in6culo (em solugdo aquosa) equilibrada com base na relagao
massa/massa.

O biorreator para avaliacdo das taxas de corrosdo dos corpos de prova foi
pesado seguindo o mesmo padrao dos biorreatores utilizados para biodegradac&o do

6leo Diesel, conforme Tabela 4.
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Tabela 4. Componentes do biorreator.

Componente Quantidade (g)

Solo 3.304,34
Oleo Diesel 176,85
NH4NOs3 46,54
K2HPO4 9,273
Agua 63,00

Inéculo de

400,00

microrganismos eficazes
Fonte: O autor (2023).

Para todos os sistemas foram feitas a homogeneizacdo de todos os
componentes listados. Os nutrientes NHisNOs e K2HPOs4 foram solubilizados

previamente em agua destilada.

3.5.2. Respirometros de Bartha
O teste de biodegradagédo em respirdbmetros de Bartha foi realizado por 35 dias.
Foram montados o teste de biodegradacao para 9 sistemas, todos em triplicata. O
branco foi montado para descontar possiveis tragos de CO:2 dissolvidos na solugao de
KOH (0,2 N).
Os 9 respirbmetros foram divididos em ftriplicata, de acordo com classificagao:
e Branco: solugédo de KOH (0,2 N);
e Solo controle: composto apenas por solo com umidade ajustada;
o Solo “estéril”: composto por solo e Diesel que passaram por processos de
esterilizagdo, com corregdo de agua e nutrientes na proporgdo de C, N e P
(100; 10; 1) e o contaminante, o 6leo Diesel S-10. Os respirdbmetros foram
desinfectados com peroxido de hidrogénio a 100 ppm;
¢ Bioaumento com consércio de bactérias e leveduras: solo e Diesel nao
estéreis, juntamente com as corregcdes de agua e nutrientes, assim como o 6leo
Diesel S-10.

Para o respirdbmetros dos sistemas controle, foram pesados apenas solo e

agua, conforme Tabela 5.



Tabela 5. Componentes do respirdmetro para o sistema controle.

Componente Quantidade (g)
Solo 4575
Agua 4,25

Fonte: O autor (2023).
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Para cada um dos 6 respirOmetros (triplicatas do sistema “estéril” e

bioaumento) foram medidos os seguintes componentes listados na Tabela 6.

Tabela 6. Componentes do respirdbmetro para os sistemas “estéril” e bioaumento.

Componente Quantidade (g)
Solo 43,5947
Oleo Diesel 2,201
NHsNO3 0,6123
K2HPO4 0,1220
Agua 1,47

Indculo de microrganismos
] 2,00
eficazes

Fonte: O autor (2023).

Na Figura 9, observa-se os respirdmetros apos introdu¢ao dos conteudos.

Figura 9. Respirdmetros de Bartha em operagéao.

Fonte: O autor (2023).
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3.5.2.1. Leitura dos respirémetros

Nos respirbmetros, o solo, 6leo Diesel, nutrientes, in6culo e agua foram
adicionados ao frasco “Erlenmeyer” e no brago lateral foram adicionadas 10 mL de
solucdo de KOH (0,2 N), sendo reposta essa quantidade a cada dia de analise, ao
longo dos 35 dias. A cada dia foi medida a condutividade das solugdes da alga lateral
dos respirdmetros, em condutivimetro DM-32 da Digimed. Apds a purga, 10 mL de
KOH foram recolocados aos respirdbmetros, seguindo 0 mesmo procedimento até o

término do experimento.

Os respirdbmetros foram incubados em temperatura ambiente em um local
arejado. Para a leitura, foram retirados 10 mL da solugdo de KOH (0,2 N) do braco
lateral com auxilio de uma pipeta automatica, transferindo esse volume para um
recipiente de vidro. Em seguida, o brago lateral foi lavado com 10 mL de agua
destilada estéril duas vezes, utilizando outra pipeta. O volume de agua destilada estéril
utilizada foi transferido para o mesmo recipiente de vidro onde estava a solugéo de

KOH e misturado. Portanto, a medi¢ao da condutividade foi feita, em seguida.

E importante destacar que pipetas diferentes foram usadas para cada triplicata
das amostras em branco, controle e bioaumento, a fim de evitar qualquer

contaminagao cruzada.

3.5.2.1.1 Curva de calibragdo da condutividade e molaridade de CO;

A curva de calibragéo foi feita para gerar uma relacao da produc¢ao de CO2 em
fungdo da condutividade e, a partir da equagéo gerada pela linearizagdo da curva,
encontrar os valores de CO2 produzido (umol), a partir das medigbes feitas da
condutividade nos ensaios de respirometria.

Para realizar a coleta dos dados de condutividade foi necessario fazer a
fatoragdo da solugdo de KOH (mol/mL), para encontrar a curva de calibragao.
Portanto, a solugao de KOH foi titulada com uma solugado padrao de biftalato de
potassio (KCsHs04) utilizando o vermelho de metila como indicador, conforme a

estequiometria.

KOH + KCsH504 > H20 + K2CsH404 Equacao 12
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Foram medidos os resultados da condutividade (mS/cm) da solugdo de KOH,
no qual, quanto menores os valores da condutividade, maiores eram os valores de
CO:z2 capturado, conforme dados da Tabela 1, apéndice A. A reagéo entre o COz2e 0
KOH libera ions carbonato. Os ions e o KOH ficam dispersos no meio aquoso,
tornando o meio condutor de corrente elétrica, sendo possivel a medicdo da
condutividade (Carmona, 2016).

Para realizar a transformagao dos dados de condutividade para molaridade, foi
necessario construir a curva analitica. A partir dela, obtém-se a equagao de conversao
em que a molaridade esta em fungdo da condutividade. Para construir a curva
analitica, pegaram-se 11 volumes de cada KOH a 0,2M e K2CO3 a 0,1 M. Foi possivel
calcular o numero de mol de COz2, pela proporcionalidade de K2CO3s e CO2 ser 1 mol
para 1 mol, conforme a Equacéao 13. Portanto, utilizando a Equacgao 14, calculou-se o

numero de mols de CO: para cada ponto.

2KOH + CO2 2 K2COs3 + H20 Equacéao 13

C1V1=CaV2 Equacéao 14

Os pontos que foram feitos foram:
Primeiro ponto: Vxoy (o2my = 10 mL; Vy,0 = 20 mL = ngg, =0
Segundo ponto: Vkoy (02m) = 9 mL; Vk,co, (0,1m) = 1 mL € Vy,0 = 20 mL
Utilizando-se C,V; = C,V, ,tem-se: 0,1 M x 1 mL = C,x 10 mL —
mol
C, = 0'01T de K,C0O3 = n¢p, = 0,01 mol/L

Utilizando novamente a Equagao 14, férmula da diluicao de solugdes, tem-se:

0,017-25%2x0,001 L = 100umol de CO,.

O procedimento foi realizado para os demais pontos, em que cada 11 dessas
solugdes tiveram a condutividade medida, para o desenvolvimento da curva analitica
que foi utilizada posteriormente na quantificagdo do CO2 produzido ao longo do

experimento de biodegradacgao (Mazzeo, 2020.)
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Os dados obtidos para construir a curva de calibragao se encontram na Tabela

1, apéndice A, gerando o grafico, conforme Figura 10.

Figura 10. Grafico CO2 produzido x condutividade.

1200

1000 3 y=-139,27x + 1922,4
N R%=0,9967
__ 800
©
€
= 600
o~
o]
o
400
200
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Condutividade (mS/cm)

Fonte: O autor (2023).

Foi tirada a média das triplicatas de todos os dados de condutividade diarios.
Portanto, a quantidade de COz produzido por cada sistema dos respirdbmetros seguiu

a formula de converséao, conforme Equagao 15:

y =-139,27x + 1922 4 Equacéao 15

Sendo:
y — Quantidade de CO2 produzido (umol);

x — condutividade (mS/cm).

3.5.2.1.2 Célculo da eficiéncia da biodegradacdo (EB)
Para o calculo da eficiéncia da biodegradagao foi utilizada férmula da norma
dos respirdmetros (ABNT — NBR14283-1999), Equacéao 16:
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Cy .
EB = —=% 100 Equacéao 16

Em que:
EB: (%);
Cb: Valor do carbono biodegradado acumulado (mol C);

Ci: Quantidade inicial de carbono nos 50 g de solo (mol C).
Para calcular o Cp e Ci, foram utilizadas as Equacdes 17 e 18, respectivamente.
Cp = 2% COy Equacgéao 17
Em que:
Cp Carbono biodegradado acumulado (mol C);

CO,,: CO2 produzido acumulado (mol CO2).

_ MRCOTg

Equacao 18
I 12 quacg

Em que:

C;: Quantidade inicial de carbono (mol C);

Mg: massa de residuo por 50 g de solo, em gramas;

COTRr: carbono organico total do residuo, em grama por grama;

12: fator de conversao, em grama por mol.

3.6 ANALISES MICROBIOLOGICAS

A quantificagdo microbioldgica foi feita nos tempos de 0, 14, 28, 42 e 56 dias.
Os grupos quantificados foram Bactérias Heterotréficas Aerdbias e Anaerdbias (BHA
e BHAnN, respectivamente), Hidrocarbonoclasticas, Fungos filamentosos e consércio
de bactérias e leveduras.

Toda a agua utilizada nas analises microbiolégicas foi colocada 90 mL em
erlenmeyer de 125 mL e esterilizada em autoclave a 121 °C por 30 minutos.

Os métodos de contagem nas analises microbiolégicas foram: Numero Mais
Provavel (NMP) e Unidade Formadora de Col6nia (UFC). O método NMP é um método
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estatistico, com 95 % de confianga, que se baseia na distribuicdo dos microrganismos
que estdo em suspensao, sendo realizado o procedimento em 3 séries de 5 diluicdes
ou mais, e a presenga dos microrganismos determinada pela turbidez do meio de
cultura (Santos et al., 2015).

Para o calculo do NMP, utilizou-se da Equacéo 19.

P
NMP por grama de solo = —— Equacao 19
por g VNT quacg

Em que:
P = numero de tubos positivos;
N = soma da quantidade de amostra inoculada em todos os tubos negativos;

T = soma da quantidade de amostra inoculada em todos os tubos.

O método UFC, foi feito baseado no método pour plate, que consiste no
derramamento do meio de cultura sobre a placa Petri em que se encontra o inéculo.
A contagem é feita apds o periodo de incubag¢do em que as Unidades Formadoras de
Colbnias sao contadas visualmente para realizacdo do calculo da determinagéo da

concentragao dos microrganismos (Domingues et al., 2007).

3.6.1 Quantificagdo das bactérias heterotréficas aerébias (BHA)

Em um Erlenmeyer estéril de 250 mL, foram transferidos 10g de TFSA dos
sistemas (bioaumento) e (solo “estéril’) em 90 mL de agua destilada estéril. Com o
auxilio de uma pipeta estéril foi transferido 1 mL da suspensao para o primeiro tubo
de ensaio contendo 9 mL de agua destilada estéril, tendo-se a diluigdo 107,
homogeneizando-se, para entdo 1 mL ser transferido a outro tubo de ensaio com 9
mL de agua estéril, diluigdo 102. Realizou-se a diluigdo seriada do 10" ao 107,

conforme a Figura 11.
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Figura 11. Diluic&o seriada para isolamento de microrganismos.

Y B, e

10g 9 mL de dgua estéril
<N —>
Solo 90 mlL
107 de dgua estérit 1072 10° 10* 10°

Fonte: adaptado de Camara (2023).

Apos as diluigdes realizadas foram transferidos 1 mL de cada diluigao aos tubos
contendo 9 mL de meio caldo nutriente (Tabela 7). Os tubos foram incubados em
estufa a temperatura de 30 °C. Apds 48 horas de incubagao, foi realizada a

quantificacao das BHA pelo método do NMP.

Tabela 7. Componentes do meio Caldo Nutriente para 1 L de agua destilada.

Componentes Quantidade (g)
Peptona de carne 5,0
Extrato de carne 3,0
Sacarose 20,0

Fonte: O autor (2023).

Na Figura 12 esta exposto os tubos organizados na grade apés incubacgéo das BHA.

Fonte: O autor (2023).
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3.6.2 Quantificagcado das bactérias heterotréficas anaerébicas (BHAN)

Para o preparo da diluigdo de 10", 1g de TFSA foi vertido em 9 mL de solugdo
redutora (Tabela 8), representando o 10-'. Em seguida, 1 mL foi retirado da diluigdo
10" e transferido para o préximo tubo de penicilina contendo solugdo redutora,
realizando diluicdo seriada de 10" ao 10°. Apos as diluigdes, foram transferidos, com
o auxilio de seringas descartaveis, 1 mL de cada diluigdo nos tubos de penicilina
contendo 9 mL de meio tioglicolato, com componentes do meio listados na Tabela 9,

que foi purgado com nitrogénio por 20 minutos para expulsar o oxigénio.

Tabela 8. Componentes da solugéo redutora para 1 L de agua destilada.

Componentes Quantidade (g)
Tioglicolato de sédio 0,124
Resazurina (0,025 %) 4,0 mL

Acido ascorbico 0,1

Fonte: O autor (2023).

Tabela 9. Componentes do meio tioglicolato para 1 L de agua destilada.

Componentes Quantidade (g)
Meio pronto
30,0
tioglicolato
Resazurina 0,001
Agar 0,75

Fonte: O autor (2023).

Apods a inoculagao, os frascos vedados com tampa de borracha e lacres de
aluminio foram incubados a temperatura de 30 °C por 28 dias. Apds o periodo de
incubacao, foi realizada a quantificagdo das bactérias anaerébias pelo método do

NMP/g. Na Figura 13 pode-se observar os frascos apds incubacao dessas bactérias.
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Figura 13. Frascos de penicilina com crescimentos positivados (-1 ao -3) e negativados (-4 ao -6).

Fonte: O autor (2023).

3.6.3 Quantificagao dos fungos filamentosos e leveduras

Para quantificar os fungos foi feita a mesma diluigdo de 10" a 10 realizada
para as BHA, 1 mL de cada diluigao foi distribuida em placas de Petri descartaveis,
adicionando-se 15 mL de meio Sabouraud (Tabela 10) fundido, com posterior

homogeneizacgao.

Tabela 10. Componentes do meio Sabouraud para 1 L de agua destilada.

Componentes Quantidade (g)
Meio pronto
65,0
Sabouraud

Fonte: O autor (2023).

Apos a inoculagao, as placas foram incubadas em estufa a temperatura de 30
°C por 5 dias. Apo6s incubacgao foi realizada a quantificagdo dos fungos pelo método
da contagem de Unidade Formadora de Colénia (UFC). Na Figura 14, estdo expostas

as placas Petri apés incubacao.
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Figura 14. Placas ap6s a inoculagao e incubadas por 5 dias.

Fonte: O autor (2023)

3.6.4 Quantificagao das bactérias e leveduras do consorcio

Para quantificar as bactérias do consorcio foi feita a diluigdo seriada de 10! a
10 realizada para as BHA e fungos, utilizando-se o meio de TSA (Tabela 11), com

homogeneizagéo posterior.

Tabela 11. Componentes do meio TSA para 1 L de agua destilada.

Componentes Quantidade (g)
Meio Tryptic Soy Broth
ypic Soy 30,0
(TSB)
Agar 5,0

Fonte: O autor (2023).

Apbs a inoculagao, as placas foram incubadas em estufa a temperatura de 30
°C por 48 horas. Apds incubagao foi realizada a quantificagdo do consoércio por UFC.

Na Figura 15 é possivel observar as placas de Petri apds incubacéo.
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Figura 15. Placas apés periodo de incubagéo de 48 horas.

\ndr:‘ et

Fonte: O autor (2023).

3.6.5 Quantificagcdo das hidrocarbonoclasticas

Para quantificar a bactérias hidrocarbonoclasticas foram utilizadas placas de
pocos para realizar a inoculagdo, em ftriplicata, onde pipetou-se 0,1 mL das diluicdes
de 10" a 10, adicionando-se 50 uL de o¢leo Diesel filtrado (explicitado na segdo
3.6.5.1) e 7 mL de meio BH liquido (Tabela 12).

Tabela 12. Componentes do meio BH liquido para 1 L de agua destilada.

Componentes Quantidade (g)
MgS0a4.7H20 0,20
CaClz 0,02
K2HPO4 1,00
KH2PO4 1,00
NH4NO3 1,00
FeCls 0,05

Fonte: O autor (2023).
Uma placa de pogos controle foi realizada, sem indéculo, para fins de

comparagao e garantir a confiabilidade das leituras e da esterilidade do 6leo Diesel

filtrado. Apds a inoculagao, os pogos foram incubados em estufa a temperatura 30 °C,
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por 7 dias. Apds isso, foi feita a quantificagdo das hidrocarbonoclasticas pelo método
do NMP/g. Na Figura 16 estao expostas as placas de pocos utilizadas.

Figura 16. Pocos utilizados para inoculagédo das hidrocarbonoclasticas.

Fonte: O autor (2023).

3.6.5.1 Esterilizacdo do 6leo Diesel

O oleo Diesel foi esterilizado dentro da capela de inoculagdo, em ambiente
desinfectado por luz ultravioleta, utilizando-se um filtro de seringa estéril com
membrana 0,22 uym feita de Polietersulfona (PES) e uma seringa de 3,0 mL, conforme
Figura 17.

Figura 17. Seringa e filtro estéreis utilizados na esterilizagéo do 6leo Diesel.

Fonte: O autor (2023).
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3.7 TAXA DE CORROSAO

O calculo da taxa de corrosdo, dos corpos de prova de ago-carbono ASTM A-
36 foi realizado de acordo a norma ASTM G1-03 (2011).

Os corpos de prova foram previamente preparados com o lixamento, limpeza
da sujidade em alcool isopropilico e acetona. Com a medida das dimensbes
(comprimento, largura e espessura), com média de 28 mm x 18,2 mm x 8,4 mm e,
com as massas pesadas em balanga analitica. Foram enterrados 15 corpos de prova,
como pode ser observado na Figura 18. Os cupons foram retirados em ftriplicata nos
tempos de 7, 14, 28, 42 e 56 dias.

Figura 18. Corpos de prova enterrados no biorreator.

i s 2

Fonte: O autor (2023).

Os cupons retirados dos biorreatores passaram por uma limpeza preliminar das
particulas aderidas as superficies com auxilio de uma escova com cerdas macias e
realizagdo de decapagem acido em seguida. Os cupons passaram por ciclos de
imersao em acido cloridrico (15 %) de 10 segundos, seguindo-se de lavagem em agua
corrente, lavagem em agua destilada, alcool isopropilico, acetona e secos com jato de
ar. Os cupons foram pesados em balanga analitica com precisédo de 5 casas decimais,
e o ciclo de decapagem realizado até obtengdo de massa constante. Na Figura 19a,
pode-se observar o corpo de prova inicial e na Figura 19b, o corpo de prova antes da

decapagem.
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Figura 19. Corpos de prova utilizados nas taxas de corrosao.

a) Corpo de prova inicial; (b) Corpo de prova retirado do biorreator.

Fonte: O autor (2023).

Para o calculo da perda de massa foi utilizada a metodologia ASTM G1-03

(2011), que calcula as taxas de corrosao pela Equacao 20.

Taxa d 50 = W Equacio 20
axa ecorrosao—A*T>l<D quac

Em que:

Taxa de corrosao (mm/ano);

K — Constante: 8,76 x 10* (adimensional);

A — Area total do material em contado com o meio corrosivo (cm2);
T — Tempo de exposi¢ao (horas);

W — Massa perdida pelo material (gramas);

D — Densidade do material (7,86 g/cm3).

Apos calcular as taxas de corrosdo em cada ponto, houve a classificagao da

taxa de corrosao do ago de acordo com a Tabela 13.

Tabela 13. Classificagdo da taxa de corrosao.
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Taxa de corrosao uniforme (mm/ano) Classificagdo da corrosao

< 0,025 Baixa
0,025a0,12 Moderada
0,13a0,25 Alta

> 0,25 Severa

Fonte: NACE-RP-07-75 (2005).

3.7.1 Microscopias

Para realizar a Microscopia Optica foi utilizado um microscépio metalurgico
Olympus BX51M, com imagens geradas em computador, conforme Figura 20a. Para
realizar a Microscopia Eletrénica de Varredura foi utilizado o microscépio de mesa

Hitachi TM3000, com imagens geradas no computador, conforme Figura 20b.

Figura 20. Microscépio metalurgico Olympus BX51M e Microscépio de mesa Hitachi TM3000,

respectivamente.

X

=]
s
TM3000

Fonte: O autor (2023).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZACAO
4.1.1 Caracterizagao fisico-quimica do solo

A caracterizagdo do solo in natura por granulometria esta apresentada na
Tabela 14.

Tabela 14. Resultados da analise de granulometria do solo.

Parametro Resultado (g/kg)

Areia 957,00

Silte 12,00

Argila 31,00
Classe textural Arenoso

Fonte: O autor (2023).

O solo arenoso, tipo de solo utilizado neste trabalho possui propriedades que
facilitam sua utilizagao: retem menos agua, nao sao predispostos a formar agregados,
aumentando sua densidade e, consequentemente, o tamanho de seus poros,
diminuindo a compactacdo. Essas caracteristicas sao interessantes para a
biorremediagédo pois, os solos argilosos possuem alta capacidade de retencdo de
agua, podendo comprometer difusdo de oxigénio, elemento fundamental para que a
degradagao aerdbica ocorra, além de nao facilitar a incorporagao de nutrientes
(Andrade; Augusto; Jardim, 2010; Kim et al., 2022; Motta; Barcelos, 2007).

O solo arenoso também é mais denso, com densidade do solo compreendida
entre 1,7 a 1,8 g/cm®. Quanto mais matéria organica, menos denso é o solo, ou seja,
o solo arenoso tem uma menor quantidade de matéria orgénica em comparagao com

um solo argiloso, que € menos denso (Melo et al., 2008; Reinert et al., 2008).

Na Tabela 15 é possivel observar a analise fisico-quimica completa do solo
estudado, antes da contaminagdo com o 6leo Diesel S-10 e a corregdo de agua e

nutrientes.
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Tabela 15. Propriedades fisico-quimicas do solo estudado antes da contaminagao com éleo Diesel S-

10.

Parametro Resultado
Retencdo de agua 30 %
Densidade de particula 2,67 g/mL

Densidade aparente 1,49 g/mL
Porosidade 43,99 %
Teor de umidade 0,35 %
pH 8,02
Carbono Orgénico Total <0,50 %
Oleos e graxas 0,20 %

Nitrogénio total
Fosforo
Potéssio
Enxofre

Ferro

124,60 mg/Kg de N

18,29 mg/dm?3 de P

0,15 cmol/dm? de K
38 mg/dm3 de S
30 mg/dm? de Fe

Fonte: O autor (2023).

O pH do solo foi de 8,02, ou seja, um solo basico. O pH nesta faixa favorece a
atividade microbiana, pois um solo acido pode reduzir significativamente o
desenvolvimento dos micro-organismos, principalmente das bactérias (Andrade;
Augusto; Jardim, 2010).

Um dos parametros importantes € o teor de umidade do solo. A agua atua na
movimentagédo dos micro-organismos, nutrientes e do proprio contaminante, além de
afetar as atividades microbianas (Baptista et al., 2003), pois o solo precisa de uma
quantidade adequada de agua para que 0s micro-organismos consigam sobreviver,
reproduzir e realizar suas fungdes, do contrario, sem umidade adequada, pode haver
redugéo de alguns microrganismos do solo, como as fixadoras de nitrogénio (Araujo;
Hungria, 1994). Portanto, o ajuste do solo para 60 % da umidade teve como objetivo
aumentar a atividade microbiana, visto que as bactérias sdo as maiores responsaveis
pela degradacéo do petroleo, além de manter a temperatura equilibrada (Andrade;
Augusto; Jardim, 2010).



65

4.1.2 Caracterizacgao fisico-quimica do éleo Diesel

O o6leo Diesel S-10 utilizado nos experimentos foi comprado em posto de
combustivel BR que, juntamente na compra, foram coletadas suas propriedades,

conforme Tabela 16.

Tabela 16. Propriedades fisico-quimicas do 6leo Diesel S-10.

Parametro Resultado Método
Aspecto visual Limpido NBR 14954
Cor Amarelado Visual
Condutividade elétrica 79,0 pS/m ASTM D2624
Massa especifica a 24 °C 841,3 kg/m? NBR7148
Ponto de fulgor 62,0 °C D56
Teor de agua por Karl Fischer 71,0 ppm D6304

Fonte: O autor (2023).

Por ter um ponto de fulgor baixo, o oOleo Diesel possui fragdes de
hidrocarbonetos mais leves, facilmente evaporados, tornando-se altamente
inflamavel, porém ha fragdes mais pesadas do 6leo Diesel que o torna um 6leo com
densidade média (Além da superficie, 2019). Portanto, as propriedades do 6leo Diesel

utilizados no experimento estdo dentro da normalidade esperado para o produto.

4.2 TAXA DE BIORREMEDIAGAO POR RESPIROMETRIA

A partir da Equacéo 15 e da condugao do ensaio de degradagéo respirométrica,
foi possivel avaliar a respiracdo basal diaria dos sistemas estudados, conforme a

Figura 21.
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Figura 21. Quantidade de CO2 produzido pelos solos, controle, “estéril” € com bioaumento, no

periodo de 35 dias.
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Fonte: O autor (2023).

Conforme a Figura 21, o solo “estéril” e controle tiveram comportamentos
relativamente constantes e semelhantes, ndo apresentando nenhum pico evidente
que estivesse relacionada a uma taxa de biodegradagéo significativa. Isso,
provavelmente ocorreu porque o solo controle ndo recebeu a introducdo de 6leo
Diesel, portanto, a produgdo de CO2 encontrada foi referente a respiragao basal
normal do solo, sendo esperado sua baixa producdo de diéxido de carbono
(Montagnolli, 2011). Quanto ao solo “estéril”, seu comportamento se manteve proximo
do zero, pois tanto o solo, quanto o diesel foram esterilizados, assim como a agua

utilizada para dissolver os nutrientes.

Como os comportamentos do solo “estéril” e controle foram semelhantes, as
concentragoes celulares iniciais existiram, mesmo sendo baixas, indicando que havia

atividade microbiana em ambos os sistemas.

Para o bioaumento, inicialmente houve uma producdo mais elevada devido a
possivel facilidade de biodegradagéo das fases mais leves, tendo seu pico maximo de
produgao no tempo igual a 7 dias. A produgao de COz2 posteriormente teve uma queda
a partir no tempo igual a 9 dias, caracterizando uma possivel diminuicdo dos

componentes do Diesel mais facilmente biodegradados, ou desbalanceamento dos
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nutrientes. Alguns outros picos foram formados nos tempos 20, 24, 26 e 28 dias,
caracterizando, possivelmente, a degradacao de fragbes mais pesadas do Diesel
(Montagnolli, 2011).

Na curva do bioaumento, nota-se que a presenga dos micro-organismos
introduzidos aumentou significativamente a taxa de biorremediagcao do solo, pois sua
introducdo resultou em uma taxa de decomposi¢cdo dos hidrocarbonetos mais

acelerada (Jacques; Silva; Bento; Camargo, 2010).

O total de CO2 produzido nos respirdbmetros ao longo de todo o processo de
biodegradacéo é chamado de produgao acumulada de CO2. Esse acumulo pode ser

observado na Figura 22.

Figura 22. Producédo acumulada de CO2 nos ensaios respirométricos: solo “estéril”, bioaumento e

controle.
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Fonte: O autor (2023).

A partir da Figura 22 foi possivel notar que a produgcdo de CO:2 do sistema
bioaumento foi muito alta, sendo um aumento de mais de 1.000,00 % em relagao ao
sistema controle, e mais de 800,00 % em relagdo ao sistema “estéril”. Portanto,
indicando que o consdrcio se adaptou bem ao meio e conseguiu iniciar o processo de

degradacgéao do 6leo Diesel de forma satisfatoria.



68

Com os dados da producédo acumulada de CO:2 e a quantidade de carbono

inicial dos respirdmetros, foi feita a eficiéncia da biodegradagao (EB), conforme Figura
23.

Figura 23. Eficiéncia da biodegradagéo durante 35 dias de experimento.
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Fonte: O autor (2023).

Com base nas representagbes apresentadas nas Figura 22 e Figura 23 foi
possivel observar que a eficacia do processo de bioaumento demonstrou-se
satisfatoria, uma vez que resultou em uma porcentagem de degradagéo do 6leo Diesel
superior em comparacdo com os demais tratamentos. E perceptivel que nos primeiros
cinco dias de biodegradagao no biorreator com aplicagao de bioaumento, houve uma
baixa taxa de respiracdo basal, o que provavelmente se deve a introdu¢do do
consorcio de micro-organismos. Este periodo inicial pode ter sido caracterizado por
uma fase latente, durante a qual os micro-organismos se adaptaram ao novo
ambiente, com ajustes na regulagdo de fatores como umidade, aeragao, porosidade
e disponibilidade de nutrientes, bem como em resposta a presenga do contaminante,
conforme sugerido por Ferreira (2007).

Mariano et al. (2007), também utilizou bioaumento em sua pesquisa para

biodegradagdo em o6leo diesel, porém com consoércio composto por Ochrobactrum
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anthropi, Stenotrophomonas maltophilia e Bacillus cereus e proporgao de nutrientes
C:N:P de 100:15:1, também em solo arenoso. A eficiéncia resultou em 13,5 % com 55
dias de analise. Portanto, o consoércio utilizado no atual trabalho demonstrou uma
eficiéncia condizente com tempo de incubagao utilizado na biodegradagao do dleo

diesel.

Em uma estratégia utilizada na biorremediag¢ao do 6leo diesel, Silva (2023) fez
uso da bioestimulacdo em solo arenoso com balanceamento de nutrientes na
proporcao de C:N:P de 100:10:1, juntamente com adigao de 0,5% de goma xantana,
obtendo eficiéncia de 34,78 % na biodegradacgao do dleo diesel em 84 dias de estudo.
Em contrapartida, o estudo atual demonstrou uma eficacia cerca de 20% inferior em
relacdo a pesquisa precedente, considerando uma duracido de analise reduzida em
28 dias. Essa observagado conduz a consideracado de que, uma extenséo do periodo
de estudo, poderia potencialmente resultar em uma melhora na eficiéncia de

biodegradagéo.

De acordo com a norma ABNT NBR14283-1999, para o tratamento ser
considerado viavel é preciso ter eficiéncia acima de 30%. No periodo de 35 dias
analisados, o bioaumento ndo conseguiu atingir essa porcentagem de eficiéncia,
porém, como a producdo de CO2 se manteve crescente em todo o experimento,
provavelmente o tratamento com bioaumento conseguiria chegar a eficiéncia

desejada, caso o periodo de analise fosse maior.

4.3 QUANTIFICACOES MICROBIOLOGICAS

No tempo inicial (T = 0 dia), as concentragdes microbioldgicas iniciais para cada

grupo foram listadas:

e Bactérias heterotroficas aerobias (BHA): 1,5 x 106 NMP/g de solo;

Bactérias heterotroficas anaerdbias (BHAN): 3,0 x 10’ NMP/g de solo;
Fungos: 1,4 x 10* UFC/g de solo;

Hidrocarbonoclasticas: 3,5 x 10’ NMP/g de solo;

Consorcio de bactérias e leveduras: 5,3 x 107 UFC/g de solo.
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No solo que passou por esterilizacdo foram detectadas BHA na concentragao
de 1,0 x 102 NMP/g de solo e fungos na concentragdo de 2,0 UFC/g de solo,
evidenciando que a esterilizagdo diminuiu a concentragdo celular das BHA em
praticamente 10.000 vezes e os fungos praticamente foram eliminados ao iniciar os

experimentos.

Nota-se pelas quantidades iniciais apresentadas que as BHAn estdo em
maiores quantidades que as BHA, isso pode ter relagdo com a quantidade de oxigénio
disponivel no solo, ou apenas um resultado pontual, pois a distribuicdo dos micro-
organismos no solo nao é uniforme, ou seja, pode haver pontos mais oxigenados que
outros no solo possibilitando que nessas areas as bactérias aerébias cresgcam com
mais facilidade (Goi; Souza, 2006).

4.3.1 Bactérias heterotréficas aerébias (BHA)

A confirmacéao de presenca das BHA nos tubos se deu pela turbidez do meio,

conforme Figura 24.

Figura 24. Tubos contendo meio aerébio: (a) meio limpido, (b) meio turvo.

Fonte: O autor (2023).

A Figura 25 mostra o comportamento das BHA no solo “estéril”.
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Figura 25. BHA no sistema esterilizado ao longo dos 35 dias estudados.
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Fonte: Adaptado de Camara (2023).

Através da Figura 25 é possivel notar que o solo esterilizado ainda apresentou
uma concentragao celular de BHA. Essa presenca de micro-organismos foi estimulada
pela presencga de 6leo Diesel, assim como umidade e nutrientes ajustados no solo,
resultando no seu crescimento elevado logo nos primeiros 7 dias. O crescimento nos
tempos iguais a 28 e 35 dias, provavelmente sao resultado da degradagéao de fragcbes
um pouco mais pesadas do 6leo Diesel, pois nos primeiros dias, fracbes mais leves

sao degradadas e evaporadas com mais facilidade.

A partir da contagem feita em NMP, a Figura 26 expde o comportamento das

BHA no solo com bioaumento.
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Figura 26. BHA no sistema com bioaumento ao longo dos 56 dias estudados.
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Fonte: O autor (2023).

Na Figura 26, o ponto inicial, apresentou crescimento de BHA ja elevado,
sendo esperado esse comportamento pois o solo inicial apresentou bactérias aerébias
nativas, visto que é um ambiente oxigenado possibilitando sua sobrevivéncia e
reprodugdo. As BHA s&o os micro-organismos em maiores quantidades no solo, de
um total de seres vivos encontrados em densidade na ordem de grandeza de 107 a
10° células vivas/g de solo, as bactérias correspondem a 108 (Cardoso; Andreote,
2016; Rocha; Reis; Olivares, 2017).

Também é observada na Figura 26 uma reducao na ordem de grandeza das
BHA com o passar do tempo (de 108 para 10%). Isso, provavelmente se deve a
diminuicdo na quantidade de matéria orgéanica, devido o processo de biodegradagao
realizado por essas bactérias, pois elas precisam de matéria organica para se
desenvolverem (ou diminuicdo dos outros nutrientes, N e P). Além de que a
quantidade de oxigénio ao longo do tempo provavelmente diminuiu, pois ele é utilizado
durante o metabolismo, produzindo apds a degradacdo CO2 e agua (Araujo et al.,
2014).

Ainda no Figura 26, o decréscimo na quantidade de BHA pode ter acontecido

também pois, ao comparar os pontos em comum dos graficos 18 e 19, no tempo igual
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a 14 e 28 dias, as BHA cresceram no solo “estéril” enquanto no solo com bioaumento
houve queda. Provavelmente houve uma relagéo ecoldgica negativa, chamada de
competicdo, em que os micro-organismos introduzidos competiram por fonte de
energia, comum aos micro-organismos autoctones, proveniente dos nutrientes e do
6leo Diesel resultando em uma diminuicdo no seu crescimento (Mendes, 2011;
Teixeira et al., 2010).

4.3.2 Bactérias heterotréficas anaerébias (BHAnN)

A confirmacgéo de presenga das BHAN nos tubos se deu pela turbidez do meio,

conforme a Figura 27.

Figura 27. Tubos contendo meio anaerdbio.

Fonte: O autor (2023).

A partir da contagem feita em NMP, a Figura 21 expde comportamento das

BHAnN no solo “estéril”.
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Figura 28. BHAN no sistema estéril, ao longo dos 35 dias estudados.
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Fonte: Adaptado de Camara (2023).

A partir da contagem feita em NMP, a Figura 29, mostra comportamento das
BHAnN no solo com bioaumento.

Figura 29. BHAN no sistema com bioaumento ao longo dos 56 dias estudados.
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Fonte: O autor (2023).

No sistema que passou por esterilizagado (Figura 28), houve o crescimento de

BHAN. A principal causa de um crescimento ja elevado com 7dias de experimento,
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provavelmente ocorreu por o sistema nao ficar em condi¢cdes estéreis e também

grupos de bactérias anaerdbias que esporulam e sdo mais dificeis de esterilizar.

Na Figura 29, BHAn em solo com bioaumento foi observada a existéncia de
concentragao menor no tempo inicial, depois um crescimento maior desse grupo apés
14 dias, indicando que o oxigénio do sistema estava sendo consumido pelas BHA
(Figura 26), tornando o ambiente propicio ao crescimento das BHAn. Além de que as
bactérias anaerébias utilizam menos energia para formar massa celular, facilitando o

seu desenvolvimento (Araujo et al., 2014).

4.3.3 Hidrocarbonoclasticas

A confirmacao de presenca das bactérias hidrocarbonoclasticas nos pogos se

deu pela turbidez do meio, conforme a Figura 30.

Figura 30. BHAN no sistema com bioaumento ao longo dos 56 dias estudados.

Fonte: O autor (2023).

A partir da contagem feita em NMP, na Figura 31 foi possivel observar o

comportamento das hidrocarbonoclasticas no solo “estéril”.
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Figura 31. Hidrocarbonoclasticas no sistema estéril ao longo dos 56 dias estudados
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Fonte: Adaptado de Camara (2023).

Na Figura 31 foi possivel observar uma concentragao ja elevada das bactérias
hidrocarbonoclasticas com 7 dias de experimento para o sistema que passou por
esterilizacao, provavelmente a presencga do Diesel propiciou esse crescimento rapido.
O crescimento ja elevado nos primeiros dias, pode ter sido consequéncia do local em
que o solo foi retirado que, mesmo se retirando solo sem vestigios de contaminagéo,
este ainda poderia apresentar 6leos e graxas residuais (item 4.1.1), pois o local da
coleta do solo ficava préoximo de tanques de armazenamento e unidades de

hidrotratamento de Diesel do Porto de Suape.

Com o tempo igual a 14 dias, a concentracdo das bactérias
hidrocarbonoclasticas nesse sistema teve uma brusca queda, talvez por os compostos
de degradagdo mais faceis ja terem sidos utilizados, fazendo com que essa

concentracio diminuisse.

A concentragao celular das hidrocarbonoclasticas voltou a subir nos tempos
posteriores, mantendo-se alta no final do experimento, provavelmente pela existéncia

de fonte de energia em forma de carbono proveniente do 6leo Diesel.
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A Figura 32 mostra a contagem realizada em NMP, para as baterias

hidrocarbonoclasticas no solo com bioaumento.

Figura 32. Hidrocarbonoclasticas no sistema com bioaumento ao longo dos 56 dias estudados.
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Fonte: O autor (2023).

Pela Figura 32, pode-se ver que mesmo no solo inicial, sem a introdugéao do
oleo Diesel e do consoércio, ja havia bastantes micro-organismos degradadores de
hidrocarbonetos. Isso se deve, provavelmente, ao local em que o solo foi retirado, pois
se refere a uma localidade préxima a refinaria possibilitando a adaptagao de micro-
organismos no solo contendo residuos de 6leo Diesel nas proximidades da area de
coleta, fazendo com que as hidrocarbonoclasticas ja tenham iniciado seu

desenvolvimento.

No ponto tempo igual a 14 dias foi possivel notar um aumento no numero de
micro-organismos, possivelmente devido a introdugao do 6leo Diesel e do consorcio,
estimulando os micro-organismos ja existentes no solo a degradarem os
hidrocarbonetos, pois 0 6leo Diesel atuou como fonte de carbono, proporcionando o

aumento da populagao de hidrocarbonoclasticas.
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Nas quantificagbes posteriores ao tempo igual a 14 dias, a concentragdo de
hidrocarbonoclasticas permaneceu a mesma, pois o consércio contribuiu para o
processo de degradacao do 6leo Diesel, visto que os micro-organismos degradadores
de hidrocarbonetos crescem de forma significativa em ecossistemas poluidos. Porém,
esse tipo de micro-organismo representa menos de 0,1 % da populagao microbiana

total, caso o ambiente ndo esteja contaminado (Marques; Rizzo; Barros, 2010).

No tempo 56, a concentracao de hidrocarbonoclasticas permaneceu elevada e
nao houve grande variacdo em relagdo aos dias anteriores. Isso provavelmente
aconteceu, devido a necessidade de um tempo maior do experimento para ser notada
uma queda nesta quantificacao celular, pois como a eficiéncia do bioaumento resultou
em aproximadamente 15 %, item 4.3, ainda havia grande quantidade de 6leo Diesel a

ser biodegradado por essas bactérias e outros micro-organismos contidos no solo.

4.3.4 Fungos

A confirmagado da presenca de fungos nas placas se deu pela formagéo de

colénias no meio, conforme a Figura 33.

Figura 33. Colbnias de fungos na placa de Petri.

Fonte: O autor (2023).
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Através da contagem feita em UFC, observa-se na Figura 34 o comportamento

dos fungos no solo com bioaumento.

Figura 34. Fungos no sistema com bioaumento ao longo dos 56 dias estudados.
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Fonte: O autor (2023).

Conforme a Figura 34, a populagdo de fungos decai bastante ao longo do
tempo (10* a 102), isso pode ter acontecido pelo fato de haver fungos aerdbios, que
dependem muito do oxigénio para se desenvolverem, sendo prejudicadas pelo intenso
metabolismo das bactérias heterotroficas aerdbias. Porém, uma parte ainda consegue
se manter, sendo provavelmente leveduras pois conseguem sobreviver na auséncia

de oxigénio (Parapouli et al., 2020).

Segundo Flores, Mendonga e Baroni (2011), fungos conseguem quebrar
compostos organicos de forma eficiente quando estdo em uma concentragao viavel
de 989 = 15 mg/L, sendo possivel a sua utilizagdo na biorremediagéo. Apesar de sua
diminuicao ao longo do tempo, os fungos conseguem resistir as variagdes do meio e
continuar degradando o éleo Diesel, pois em comparagao com as bactérias possuem
vantagens por serem persistentes e tolerarem diversos tipos de estresses, como

mudangas de temperatura, pH e umidade (Barbosa, 2022).
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4.3.5 Consoércio de bactérias e leveduras

A confirmacdo da presenca das bactérias e leveduras do consércio nos
biorreatores se deu pela formagao de colénias destas nos meios, conforme a Figura
35.

Figura 35. Colonias de bactérias e leveduras na placa de Petri.

el | f
——— 1

Fonte: O autor (2023).

A partir da contagem feita em UFC, Figura 36, analisou-se o comportamento

do bioaumento de bactérias e leveduras no solo.
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Figura 36. Bactérias e leveduras no sistema com bioaumento ao longo dos 56 dias.
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Fonte: O autor (2023).

Na Figura 36, nota-se que o solo inicial possuia uma concentragao inicial alta
do consorcio de bactérias e leveduras e que, apds a introducdo desses micro-
organismos, Lactobacillus e Saccharomyces, a populagdo diminuiu (ordem de
grandeza de 107 para 10%). Uma possivel explicagdo para essa queda na
concentragcao no tempo igual a 14 dias é a capacidade dos Lactobacillus competirem
com outros micro-organismos por nutrientes e sitios de adesao, além de que eles
alteram o metabolismo microbiolégico, caso que ocorre aumentando ou diminuindo a

atividade enzimatica (Mendes, 2011).

A partir do tempo igual a 14 dias, a populagao nao variou muito, apresentando
uma leve queda nos ultimos pontos, provavelmente ocasionada pela competicao entre
0S micro-organismos, mas no tempo igual a 56 dias houve um pequeno aumento,
podendo indicar uma alteragdo no metabolismo microbiolégico. Com um tempo maior
de experimento, seria possivel analisar se realmente houve uma mudanga no perfil de

crescimento desses micro-organismos.

Quanto a biodegradagao do 6leo Diesel com o bioaumento, inicialmente havia
4,0 x 10° UFC/g solo, concordando com a alta produgdo de CO:2 liberada pelo

metabolismo dos micro-organismos. A partir do tempo igual a 14 dias, houve uma
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relativa queda de micro-organismos, relacionada com a diminuigdo na produg¢ao de
CO:g2. Esta queda pode ndo estar relacionada a reducao de matéria organica, visto que,
pela eficiéncia, ainda havia grande quantidade de 6leo Diesel a ser degradado. Porém,
a baixa nas quantidades de CO:2 pode ter relacdo com fragdes mais pesadas do 6leo
Diesel que ndo foram bem degradadas até o tempo igual a 42 dias, podendo ter
iniciado a partir do tempo igual a 56 dias, onde se observa um leve aumento na

quantidade do consoércio microbiano.

Outra hipotese levantada é que o decréscimo dos Lactobacillus ter ocorrido
pelo fato de nao terem conseguido degradar o 6leo diesel, restando no biorreator
apenas as bactérias autoctones do solo para realizar a biodegradagéao, visto que
Lactobacillus sao tratados na literatura por preferirem substratos mais simples como
cereais, bebidas fermentativas, queijos e produtos lacteos, sendo, portanto, o dleo

diesel um composto complexo demais para esses micro-organismos (Silva, 2013).

4.3.6. Eficiéncia dos 6leos e graxas residual.

A eficiéncia da biodegradacéo, através da andlise do teor de dleos e graxas,
no sistema com a insercdo do consoércio microbiano foi feita utilizando a mesma
férmula da segdo 3.5.2.1.2. Portanto, como o percentual inicial de dleos e graxas foi
de 5,0 % e o final resultou em 0,2 %, de acordo com a analise feita pelo método 5520
C, a eficiéncia resultou em um valor de 96,0 %. Por essa analise, o consorcio e os
micro-organismos presentes no solo conseguem degradar o 6leo Diesel de forma

eficaz em um tempo relativamente curto.

4.4 TAXA DE CORROSAO

As taxas de corrosdo dos agos nos biorreatores, controle e bioaumento com

consorcio de micro-organismos foram feitas nos tempos de 7, 14, 28, 42 e 56 dias.

A Figura 37 mostra as taxas de corrosdo meédia dos agos no biorreator controle.
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Figura 37. Taxa de corrosdo dos agos no biorreator controle — desvio padréo da triplicata.
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Fonte: adaptado de Silva (2023).

De acordo com o grafico da Figura 37 é possivel notar que o solo controle, com
correcao apenas da umidade, as taxas de corrosdo dos agos se mostraram bastante
estaveis, com queda nas taxas de corrosdo apos 7dias de exposicdo. A taxa de
corrosdo média para este biorreator foi de 0,0958 mm/ano. Segundo classificagdo da
NACE (National Association of Corrosion Engineers) Internacioal (2005), é
considerada uma corrosividade moderada, muito provavelmente ligada as
caracteristicas do solo arenoso e ao aporte de agua ao sistema, favorecendo o fluido

atuar como eletrdlito.

No tempo igual a 7 dias, o cupom de aco ficou exposto ao solo, suscetivel ao
ataque dos ions e moléculas agressivos ao material como o oxigénio que pode causar
a corrosao por aeracgao diferencial, que ocorre devido a heterogeneidade do solo, que
faz com que o oxigénio e outros gases nao se difundam homogeneamente, afetando
diversos equipamentos industriais, principalmente na industria do petréleo em que ha

muitas tubulagdes subterraneas (Gentil; Carvalho, 2022).

Ha também a corrosdo sob depdsito, em que as areas do cupom com particulas
de solo e substancias produzidas pelos micro-organismos, chamados de biofouling,
atuam como zonas anddica, e as areas do cupom descobertas, atuam como zonas

catédicas, aumentando o potencial de corrosdo dos acos por formacado de pites
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(Gentil, 2017). Os proprios micro-organismos ja existentes no solo também podem
atuar na corrosao do material, influenciando na velocidade das reacbes catddicas e
anodicas, modificando a resisténcia dos materiais metalicos por produtos excretados
pelo metabolismo microbiano e formando tubérculos, que favorecem o surgimento de

pilhas por aeracgao diferencial (Gentil; Carvalho, 2022).

A estabilizacdo nas taxas de corrosdao apos os 7 dias de experimento
aconteceu, muito provavelmente, por conta da camada de 6xidos de ferro e biofilme
produzidos, que se tornaram mais compactos com o tempo e realizaram um efeito de
barreira protetiva sobre os corpos de prova, protegendo-os da corroséo pelos agentes
externos e minimizando a corrosividade (Silva, 2021; Oliveira 2016).

A partir dos calculos da taxa de corrosdo média feitos para cada triplicata, a
Figura 38 expbe o comportamento da corrosao sobre 0s corpos de prova no solo com

bioaumento.

Figura 38. Taxa de corrosédo dos agos no biorreator com bioaumento — desvio padrao da triplicata.
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Fonte: O autor (2023).

De acordo com a Figura 38, nota-se uma queda acentuada nas taxas de

corrosdo dos acos nos tempos iguais a 7 e 14 dias, atingindo certa estabilidade a partir

do tempo igual a 28 dias. A taxa de corrosdo meédia dos acos para este biorreator
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resultou em 0,0922 mm/ano, sendo considerada também uma corrosividade

moderada.

Nos tempos iniciais de 7 e 14 dias, a taxa de corrosdo dos agos resultou em
valores muito altos, em média de 0,1561 mm/ano, resultando em uma taxa de
corrosao inicialmente alta, por consequéncia da alta agressividade do meio sobre os
corpos de prova, esses ficando vulneraveis ao ataque dos ions e acidos produzidos
pelas bactérias. A oxigenagao diferencial pode também ter causado a corrosao por
aeragao diferencial e sob depdsito. A adigdo do consércio microbiano e a agua

também potencializaram a corrosdo sobre os materiais nos primeiros pontos.

A partir do ponto tempo igual a 28 dias, houve uma diminuicdo nas taxas de
corroséo dos agos, em relagdo aos tempos iniciais e a estabilizagdo dessas taxas,
resultando em média de 0,0495 mm/ano, essa sendo considerada uma taxa de
corrosao moderada. A diminuicdo nas taxas de corrosao € resultado das barreiras
protetivas compostas pelos o6xidos de ferro e biofiimes formado pelos micro-
organismos (Videla, 2003; Oliveira 2016).

Um comparativo entre os dois biorreatores, controle e consércio, mostrou que
a insergao do tratamento praticamente nao alterou a corrosividade dos meios, sendo
ambos de corrosividade moderada e com seus valores médios préoximos. Apesar de
no contexto geral, apresentarem valores de corrosividade aproximados, seus
comportamentos foram significativamente distintos entre si, pois o biorreator controle
se manteve praticamente constante durante todo o experimento, muito provavelmente
devido a nao alteragdo da concentragcdo de micro-organismos e carga de 6leo Diesel.
Do contrario, o biorreator com o bioaumento apresentou um declinio acentuado nos
valores da taxa de corrosdo, pois nos primeiros pontos, o material foi bastante
corroido, e nos pontos finais as taxas de corrosdo dos agos descairam e mantiveram-
se relativamente constantes, pois a barreira protetiva formada pelos 6xidos de ferro,

biofilmes e o 6leo Diesel protegeram os corpos de prova da corrosao.
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4.5 MICROSCOPIA
4.5.1 Microscopia Optica

Os cupons de ago foram observados em microscépio éptico na amplitude de

500um, conforme Figuras 39, 40 e 41.

Figura 39. Microscopia 6ptica nas superficies dos agos nos t = 7 e 14 dias.

Fonte: O autor (2023).

Figura 40. Microscopia optica nas superficies dos agos nos t = 28 e 42 dias.

Fonte: O autor (2023).
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Figura 41. Microscopia optica nas superficies dos agos no t = 56 dias.

Fonte: O autor (2023).

Pelas Figuras mostradas foi possivel observar que com o passar dos dias, os
produtos de corrosao (regido escura), como oxidos de ferro, ocuparam grande parte
dos corpos de prova (regiao clara). Esses produtos de corrosdo, mesmo sendo uma
degradacao do ago tem agao protetiva sobre este, evitando novos ataques corrosivos
do meio, como comentado na segdo 4.4. Alguns pontos ficaram embacgados pois o
microscopio captura imagens planas, portanto, na presenga de produtos de corrosao
acumulados, formando determinada altura ou profundidade, o equipamento nao

consegue focar a regido e mostrar mais detalhes.

Nas imagens nao é possivel observar se houve formacao de pites, mas é

notdria a formagao de corrosao uniforme e generalizada a medida que o tempo passa.

4.5.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Os cupons de ago carbono foram observados em MEV na amplitude 100x,

conforme Figuras 42, 43 e 44.
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Figura 42. MEV nas superficies dos agos nos t =7 e 14 dias.

TM3000_2082 2023/09/22 1524 F D156 1 mm TM3000_2076 2023/09/22 15:06 F D155

Fonte: O autor (2023).

Figura 43. MEV nas superficies dos agos nos t = 28 e 42 dias.

1 mm TM3000_2055 2023/09/22 1415 F D164

TM3000_2067 2023/09/22 14:45F D159

Fonte: O autor (2023).



89

Figura 44. MEV nas superficies dos agos no t = 56 dias.

TM3000_2044 2023/09/22 11:29 F D162 1 mm

Fonte: O autor (2023).

De acordo com as Figuras mostradas foi possivel observar que nos tempos 7
e 14 dias houve a formacao de varios pontos escuros, sendo uma provavel corrosdo
por pites que, inicialmente foi bastante intensa. A partir do tempo 14 dias, a corrosao
por pites diminuiu, provavelmente causada pela protecdo do 6leo Diesel, dos 6xidos
de ferro e biofilmes formados sobre as superficies do ago-carbono. No tempo 56 dias,
a corrosao foi generalizada, em que se pode ver regides mais escuras por varias
partes do metal, enquanto os pontos escuros vistos inicialmente nido foram

observados com clareza.
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5 CONCLUSAO

O solo coletado foi caracterizado como sendo arenoso, conveniente para a
biorremediagéo pois a porosidade alta também facilita o escoamento da agua e a

dissolug&o do oxigénio no meio.

No solo que passou por esterilizagdo, quantificou-se a presenca de bactérias e
fungos em menor concentragao, sendo possivel concluir que o tempo de esterilizagao

utilizado nao foi suficiente para eliminar todos os microrganismos existentes no solo.

Foram quantificados no solo da regiao do Porto de SUAPE, inumeros tipos de
micro-organismos capazes de realizar a biorremediagdo, como as bactérias

heterotréficas aerdbias, anaerodbias, as hidrocarbonoclasticas, fungos e leveduras.

O consorcio de Lactobacillus e as leveduras Saccharomyces cerevisiae que
foram introduzidas ao solo do Porto de SUAPE, demonstraram adaptagdo ao meio e
degradacéao do 6leo Diesel pela eficiéncia observada que, em comparagéo aos demais

sistemas analisados, apresentou aproximadamente o dobro da eficiéncia.

A biorremediagao por bioaumento atingiu uma eficiéncia de aproximadamente
15 % através dos ensaios respirométricos, que nao foi um resultado satisfatério do
ponto de vista da norma, mas pelo comportamento do processo de degradacao
crescente, possivelmente a eficiéncia atingiria um valor maior, em tempo de

experimento maior.

A avaliagao sobre as taxas de corrosado dos acos, demonstrou que o tratamento
empregado nao alterou a corrosividade do material em relagéo ao controle, sendo as
duas corrosividades dos agos classificadas como moderada, para os solos controle e
com bioaumento. Sendo assim, & recomendavel utilizar o consércio de micro-
organismos para a biorremediagao em solos de area proxima a regido da refinaria
Abreu e Lima do Porto de SUAPE, atentando para o fato que nos primeiros dias os
micro-organismos podem incrementar as taxas de corrosdo dos equipamentos e
tubulacdes enterradas, mas que essas taxas se estabilizam ao se aumentar o tempo

de exposicao.
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APENDICE A - RESULTADOS DA CURVA DE CALIBRAGAO

Figura 1. Resultados da curva de calibragéo.

Ponto Condutividade CO2 (umol)

1 13,971 0
2 13,204 100
3 12,388 200
4 11,511 300
5 10,784 400
6 10,021 500
7 9,444 600
8 8,717 700
9 8,023 800
10 7,426 900
11 6,854 1000

Fonte: O autor (2023)



