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RESUMO

Os impactos ambientais decorrentes de vazamentos em postos de combustiveis tém
sido preocupantes para 6rgaos ambientais ao redor do mundo, sobretudo por deteriorarem a
qualidade das &guas subterraneas utilizadas como fonte de abastecimento, sendo 0os compostos
benzeno, tolueno e xilenos (BTX) os de maior preocupacdo a saude publica. A
biorremediacdo é uma técnica viavel do ponto de vista econémico e ecologico quando se
utiliza consorcio microbiano de bactérias e fungos aliado a solucdo de nutrientes. Este
trabalho verificou os efeitos da biorremediacdo sobre microambientes formados em
erlenmenyers contendo solo arenoso fino de textura arenosa fina, bastante comum no noroeste
paulista, contaminado por solugdes sintéticas de BTX por intermédio de consoércio de
microrganismos (bactérias acido laticas, leveduras, bactérias fototréficas e actinomicetes). O
desempenho de um consércio de microrganismos foi verificado por meio de alteracdes de pH,
teor de umidade, teor de carbono e pela de remoc¢do de BTX do microambiente constituido de
solo arenoso fino contaminado por solucdo sintética de BTX mediante a bioestimulacao
comparando-se os efeitos do acido estearico como surfactante. O uso de acido estearico como
surfactante prejudicou o processo de biorremediacdo nos microambientes, com iSso a remogao
de BTX foi menor do que nos microambientes que ndo possuiam acido estearico. De acordo
com resultados deste trabalho, um valor adequado para a aplicacdo da solucdo de
microrganismos em campo € o de 0,02 mL de solucdo de microrganismos por cm3 de solo
arenoso fino, pois ao se utilizar 6,25 mL de solugdo de microrganismos para 300 cm? de solo
arenoso fino no periodo de 7, 30 e 58 dias de experimento foi constatado resultados
econdmicos e relativamente eficientes no curto prazo.
Palavras-Chave: Leveduras. Biorremediacdo. Benzeno. Tolueno. Xileno. Consorcio

microbiano.



ABSTRACT

The environmental impacts resulting to leaks at fuel stations has been worrying for
environmental agencies around the world mainly for deteriorating the quality of the
groundwater used as a water supply whereby the BTX compounds (benzene, toluene and
xylene) the most worrisome public health. Bioremediation is a viable technique because the
use of bacterial, fungal and yeast microbial consortia is economic and ecological associated
with nutrient solutions. The effects of bioremediation verified through a consortium of
microrganisms (lactic acid bacteria, yeasts, phototrophic bacteria and actinomycetes) on
microenvironment in enlermeyers containing fine sandy texture lateritic soil, very common in
Sdo Paulo northwest region, contaminated by synthetic solutions of BTX. The performance of
a consortium of microorganisms verified by pH changes, moisture content and organic carbon
content of the microenvironments and the rate of BTX removal in fine sandy soil
contaminated with BTX synthetics solutions by bioestimulation, comparing the effects of
stearic acid as surfactant. The use of stearic acid as a surfactant impaired the bioremediation
process in the microenvironments, thus the removal of BTX was lower than in
microenvironments that did not possess stearic acid. According to the results of this work, a
value of microorganisms per cm?® of microorganisms solution to the soil is 0.02 mL of
microorganisms solution 300 cm? of fine sandy soil in the period of 7, 30 and 58 days of
experiment was confirmed and is useful in the short term.

Keywords: Yeasts. Biorremediation. Benzene. Toluene. Xylene. Microbial consortium.
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1 INTRODUCAO

O aumento da industrializacdo, da populacdo e da urbanizacdo provocou a
vulnerabilidade natural dos aquiferos decorrente de ma gestdo das atividades antrépicas
(UECHI et al., 2017). Consequentemente, a poluicdo ambiental € uma das maiores ameacas a
flora e a fauna (PEIXOTO et al., 2011; VARJANI, 2017). Uma perturbacdo ambiental tipica é
a liberacdo de combustiveis fosseis em fontes de aguas doces do planeta sendo uma grave
ameaca a biosfera das aguas subterrdneas, um dos habitats mais inexplorados do planeta
(GRIEBLER et al., 2014).

O petrdleo é um importante elemento utilizado como combustivel em transportes e
geracdo de energia, sendo assim o petroleo é uma fonte importante na demanda global de
energia (FINOTTI et al., 2009; HAN et al., 2015; MNIF et al., 2017). Devido ao aumento do
uso de derivados de petréleo, houve maior ocorréncia de degradacdo do meio ambiente por
meio de falhas em etapas de armazenamento, manuseio e destinacdo de produtos nocivos
(PUGAS, 2015, FERNANDEZ et al., 2016). A qualidade de 4guas superficiais e subterraneas
foi prejudicada, bem como os recursos naturais e a salde da populacdo devido vazamentos de
hidrocarbonetos de petr6leo. A contaminacdo ambiental por hidrocarbonetos de petréleo
causa preocupacao a 6rgdos ambientais ao redor do mundo, pois alguns dos contaminantes
sdo de dificil degradacdo e requerem sistemas de remediacdo, que na maioria das vezes,
demandam tempo e altos investimentos para adequar a area contaminada ao nivel exigido pela
legislacdo (BRAGATO, 2006; LOURENCO, 2006; PUGAS, 2015; VERHNJAK, 2015).

O benzeno, tolueno e xilenos (BTX) sdo compostos volateis comumente constatados
em derrames de petroleo (PINEDO et al., 2013). A contaminacdo quimica da agua por BTX
em pequenas quantidades acarreta em resisténcia a métodos de degradacdo bioldgica ou a ndo
remocao efetiva por métodos de tratamento fisico-quimicos (NASCIMENTO et al., 2014).

Processos fisico-quimicos convencionais, além de altos custos operacionais, podem
resultar em acumulacdo de residuos perigos sem eliminar, destruir ou converter poluentes
(MAZZEOQ et al., 2010; VARJANI; UPASANI, 2017). Portanto, a remedia¢do por meio de
microrganismos é viavel do ponto de vista econdbmico e tem a vantagem de evitar a
recontaminacdo de poluentes secundarios que ocorrem durante processos de remediacao
fisicos e quimicos (CHENG et al., 2017; VARJANI; UPASANI, 2017).

A biorremediacdo é uma das tecnologias mais ecoldgicas utilizadas na atualidade
(MARIANO et al., 2007; MEGHARAJ et al., 2011; FERNANDEZ et al., 2016). Em varios

paises da Europa, Estados Unidos e Canadé, entre outros paises desenvolvidos, a técnica de
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biorremediagdo tém sido amplamente utilizada, entretanto no Brasil a utilizacdo da
biorremediagdo ainda estd no campo da teoria, porém existe probabilidade de expansédo
(ANDRADE et al., 2010).

A aplicacdo de surfactantes para aumentar a biodisponibilidade de poluentes organicos
persistentes requer um planejamento cuidadoso e selegdo com base na informacdo prévia
sobre o destino e o comportamento do surfactante e do poluente alvo (MEGHARAJ et al.,
2011). No entanto, a toxicidade dos surfactantes na biota do solo pode impedir a
biodegradacao de poluentes além de perturbar o equilibrio das funcdes ecoldgicas (ROSAL et
al., 2010). Durante o processo de biorremediagéo, a degradacdo de contaminantes sorvidos
podem presumivelmente ocorrer por meio da dessor¢do por intermédio dos microrganismos
pela producdo de biossurfactantes com desenvolvimento da interface entre fase solida e o
contaminante (TANG et al.,1998).

Segundo Mohanty et al. (2013), a ndo degradabilidade por parte dos organismos vivos
e a alta toxicidade relativa para microrganismos degradadores de hidrocarbonetos e ao
ambiente limitam o uso de surfactantes. A toxicidade dos surfactantes é causada pela
interacdo do surfactante com as moléculas de proteina essenciais para a funcdo celular
(VOLKERING et al., 1998). Este trabalho verificou a possibilidade do &cido esteérico, &cido
graxo cuja formula quimica é C1sH3s02, sendo que ainda ndo ha relatos na literatura do uso de
acido estearico na biorremediacédo de solos contaminados por BTX.

Os surfactantes produzidos por microrganismos sdo denominados como
biossurfactantes (KAVITHA et al., 2014). Os biossurfactantes, 0s quais possuem baixa
toxicidade e biodegradabilidade favoravel ao meio ambiente, podem ser considerados como
melhores alternativas aos surfactantes quimicos na melhoria da solubilidade,
biodisponibilidade e biodegradacédo de hidrocarbonetos (MNIF et al., 2017).

Os microrganismos que podem produzir biossurfactantes e degradar hidrocarbonetos
sdo P. aerugninosa, S. maltophilia, Rhodococcus sp., Bacillus sp., Acinetobacter sp.,
Ochrobatrum sp., e Exiguobaterium (VARJANI, 2017). Os biossurfactantes sdéo moléculas
anfifilicas que podem estimular as taxas de dissolugcdo ou dessorcdo, a solubilizacdo ou
mesmo emulséo de poluentes de hidrocarbonetos (KAVITHA et al., 2014).

De acordo com Varjani (2017) geralmente dois mecanismos que utilizam
contaminantes de hidrocarbonetos hidrofébicos de petréleo como substratos sé@o considerados
para acdo das bactérias: (1) contato interfacial devido contato direto de hidrocarbonetos e
células e (2) biossurfactante em contato com células e hidrocarbonetos emulsionados.
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Segundo Varjani (2017) as espécies conhecidas da literatura capazes de degradar solos
contaminados por monoarématicos é Rhodococcus sp., Stenotrophomonas sp., Halassolituus
sp., Aspergillus sp., Candida sp., Penicillium sp., Pseudozima sp. Acinetobacter sp.,
Archaeglobus fulgidus, Aromatoleum aromaticum, Bacillus sp., Halomonas sp., Pseudomonas
sp, Rhodococcus sp., e Sphingobacterium sp.

O termo Efficient Microrganisms (EM) foi uma tecnologia descoberta e desenvolvida
pelo Dr. Teruo Higa da Universidade de Ryukus de Toquio no Japao. Segundo Higa (2000) o
produto EM-1® ¢ formado por bactérias acido laticas (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
casei e Streptococcus lactis), leveduras (Saccharomyces spp.), bactérias fototroficas
(Rhodopseudomonas plastris e Rhodobacter sphacrodes) e actionomicetes (Streptomyces
spp.). O produto EM-1® é constituido por microrganismos que n3o sdo geneticamente
modificados, também ndo sdo patogénicos, nem quimicamente sintetizados e pode ser
utilizado na agricultura, pecuéria, avicultura, suinocultura, aquicultura, além disso, pode ser
aplicado de vérias formas na indUstria, meio ambiente e na vida cotidiana das pessoas. O EM-
1® ndo é toxico, corrosivo, radioativo, volatil nem tem periodo de caréncia. Este trabalho
estudou a possibilidade de uso do produto EM-1® na biorremediac&o de solo contaminado por
BTX.

A eficiéncia do processo de biorremediagdo para solos contaminados por
hidrocarbonetos pode ser aumentada utilizando a bioaumentacdo e bioestimulacéo
(FERNANDEZ et al., 2016). Este trabalho teve o interesse de verificar a remocéo de BTX em
microambientes (erlenmenyers) por meio biorremediacdo de um solo arenoso fino
contaminado por solucdo de diesel em &gua e solugdes sintéticas de BTX (com presenca ou
auséncia de surfactante) por meio de um consércio microbiano aliado a adi¢do de nutrientes.
O solo de textura arenosa fina utilizado neste trabalho tem vasta presenga no noroeste
paulista, sendo que os efeitos da biorremediacdo de BTX por biota autdctone e consorcio
microbiano dado pelo EM-1® no solo arenso fino deste estudo ainda sdo desconhecidos na
literatura. A utilizacdo de microambientes para podem fornecer conhecimento da taxa de
remocdo de BTX, variacdo do pH, do teor de umidade e do teor de carbono com o passar do

tempo podem fornecer embasamento para melhor alocagdo de recursos no campo.
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2 OBJETIVO
O objetivo do trabalho foi apresentar uma metodologia de avali¢cdo da atuagdo de um
consorcio de microrganismos na recuperacdo da qualidade de um solo arenoso fino

contaminado por solugdes sintéticas de BTX.



21

3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 DERIVADOS DE PETROLEO E SEUS IMPACTOS AO MEIO AMBIENTE

O petréleo bruto é um liquido natural, oleoso e inflamavel que esta presente
particularmente sob a superficie terrestre (CHANDRA et al., 2013). Geralmente € marrom
escuro ou preto, embora possa ser amarelado ou mesmo esverdeado (VARJANI; UPASANI,
2017). No estado bruto, o petroleo representa uma mistura de uma grande variedade
(milhares) de substancias organicas, principalmente hidrocarbonetos, com alguma mistura de
compostos organicos contendo oxigénio, hidrogénio, nitrogénio, enxofre e alguns metais
incluindo alguns constituintes organometalicos, principalmente o complexo de vanadio e
niquel (COSTA et al., 2012; CHANDRA et al., 2013; VARJANI et al., 2013; VARJANI et
al., 2015).

O petroleo tem sido a principal fonte de combustivel veicular (PUGAS, 2015). As
etapas do ciclo de vida dos combustiveis de petrdleo sdo extracdo do petrdleo bruto, refino,
transporte, distribuicdo e combustdo (HAN et al., 2015).

Apesar dos avancos em energia gerados por tecnologias sustentaveis e renovaveis, €
previsto que os combustiveis fosseis continuem a ser a principal fonte de energia global num
futuro préximo (YANG et al., 2017). Ha preocupacGes ambientais claras relacionadas a
exploracdo de novas reservas de petroleo, tanto no Brasil como em outros lugares, dado o
cenario global de aumento da producédo e demanda de petréleo (COSTA et al., 2012).

O oleo diesel, a gasolina automotiva e 0 querosene sdo obtidos por separacdo a partir
da destilacdo fracionada do 6leo cru, de acordo com o grau de volatilizacdo, constituindo-se
de uma mistura de hidrocarbonetos formado por diversos tipos de moléculas sobretudo por
atomos de hidrogénio, carbono, oxigénio, nitrogénio e enxofre combinados de forma variavel
e alguns metais em baixas concentracdes para atender especificacdes e regulamentacées locais
(PUGAS, 2015). Ao passar pelo refino com etapas varios subprodutos sdo gerados de acordo

com as temperaturas envolvidas conforme pode ser visto na Figura 1.
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Figura 1 — Processo de refino de petroleo
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Fonte: Feltre (1995).

Das centenas de hidrocarbonetos pertencentes, a gasolina automotiva possui
aproximadamente 14% de compostos ciclicos e aromaticos, 80% de parafinas e 6% de
olefinas (VERHNJAK, 2015). A octanagem da gasolina é a capacidade de um combustivel
misturado com o ar de resistir a altas temperaturas na cdmara de combustdo sem sofrer
detonacdes, mantendo a eficiéncia do motor. O Brasil, no ano de 1989, substituiu o
antidetonante a base de chumbo por quantidades significativas de compostos aromaticos BTX
que apresentam elevada octanagem (PUGAS, 2015).

O oleo diesel combustivel € comumente utilizado em trafegos rodoviario e ferroviario
e muitas vezes resultam em derramamentos em solo e consequentemente ocorre contaminagao
de &guas subterraneas (JOUSSE et al., 2017). O diesel € uma mistura complexa de cerca de
40% de n-alcanos, 40% de cicloalcanos e cerca de 20% de hidrocarbonetos aromaticos
(CHIA-HSIEN et al., 2011).

Qualquer substancia indesejada introduzida no ambiente € referida como um
contaminante (MEGHARAJ et al., 2011). Uma é&rea contaminada, por definicdo, é onde
existem concentracdes de contaminacdo de maneira planejada, acidental ou natural, por
substancias ou residuos depositados, acumulados, armazenados, enterrados ou infiltrados que

causam danos a salde humana, ao meio ambiente ou a outro bem (RODRIGUES, 2015).
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Os contaminantes organicos derivados de petrdleo sdo persistentes no solo, além de ter
alta mobilidade, podem alterar a composi¢do quimica do solo, agua e outros componentes
ecologicos (FENT, 2004). Por este motivo, estes contaminantes presentes no solo afetam as
atividades microbianas do solo e todo o seu ecossistema (ALRUMMAN; PATON, 2015).

A poluicdo quimica tem implicagOes significativas para a seguranga alimentar e causa
impactos ecotoxicolégicos em uma regido irrigada por 4&gua contaminada com
hidrocarbonetos de petréleo (FENT, 2004). A natureza quimica dos hidrocarbonetos de
petréleo afeta a natureza e a funcdo do solo comprometendo a atividade enzimatica dos
microrganismos (ALRUMMAN; PATON, 2015). A presenca de hidrocarbonetos altera o
ciclo de nutrientes (reduz a quantidade de nutrientes) no solo deixando-os inférteis sendo
inadequados para o crescimento das plantas por aumentar a sua toxicidade (ZABBEY et al.,
2017). Ha evidéncias de que em virtude da bioacumulacdo de componentes tdxicos de
hidrocarbonetos em raizes e em outros elementos agricolas pode prejudicar a cadeia alimentar
de um determinado local e com isso, a salide humana é prejudicada por ser intoxicada apds o
consumo (FENT, 2004).

A contaminacdo de aguas superficiais por hidrocarbonetos de petréleo compromete os
ecossistemas aquaticos. Por este motivo, a pesca pode ser prejudicada, incorrendo em um
prejuizo econémico-social, dado que a toxicidade sufoca os peixes e reduz a capacidade dos
rios suportarem variedades de espécies de peixes (ZABBEY et al., 2017).

Dos compostos BTX, o benzeno é o mais preocupante pois adsorve fortemente ao
solo, assim sendo a remocdo fica dificultosa (BRAGATO, 2006). Por consequéncia, um
aquifero contaminado por benzeno torna-o inutilizavel para consumo humano (FINOTTI et
al., 2009).

A Tabela 1 a seguir demonstras as caracteristicas fisico-quimicas do BTX.



Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas do benzeno, tolueno e xileno

Outros Nomes

Benzol, ciclohexatrieno, hidreto de fenila e nafta de carvao

Formula Quimica C6H6
° Peso Molecular 78,11 g/mol
3 X Pressdo de Vapor 0,125 atm
S | Ponto de Ebuli¢do 80,1°C
@ = Densidade 0,8765 mg/L
Solubilidade em Agua 1780 mg/L
Observagéo Liquido incolor, volatil e inflamavel
Outros Nomes Toluol, metilbenzeno, metilbenzol ou fenilmetano
oH Formula Quimica C7H8
o 3 Peso Molecular 92,13 g/mol
§ @ Presséo de Vapor 0,0375 atm
E Ponto de Ebulicéo 110,69°C
Densidade 0,8669 mg/L
Solubilidade em Agua 515 mg/L
Observagao Liquido incolor, volatil e com odor aromatico
Outros Nomes Orto -xileno
Formula Quimica C8H10
o CH, Peso Molecular 106,2 g/mol
@ CH Presséo de Vapor 0,0115 atm
X ©/ " Ponto de Ebuligio 144°C
o Densidade 0,8802 mg/L
Solubilidade em Agua 220 mg/L
Observacao O xileno é constituido de 20% de o -xileno
Outros Nomes Meta-xileno
CH, Férmula Quimica C8H10
§ @\ Peso Molecular 106,2 g/mol
> Presséo de Vapor 0,0109 atm
s CH, Ponto de Ebuligéo 139°C
Densidade 0,8842 mg/L
Observacao O xileno é constituido de 40% de m-xileno
Outros Nomes Para -xileno
CH, Formula Quimica C8H10
g Ii::l Peso Molecular 106,2 g/mol
< Presséo de Vapor 0,0115 atm
a Ponto de Ebulicdo 138°C
CH, Densidade 0,8611 mg/L
Observacao O xileno é constituido de 20% de o-xileno

Fonte: Adaptado de Rodrigues (2015).

Sempre que um grande volume de hidrocarbonetos atinge a zona saturada do solo, ele
pode deslocar a agua dos poros (TERAMOTO; CHANG, 2017). A contaminagdo pode
ocorrer e propagar na prépria area e com isso impactar seus arredores alterando caracteristicas
naturais ou qualidades do meio (RODRIGUES, 2015).
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Os BTX sdo carbonos organicos volateis COV e podem se volatilizar da agua para o ar
(CHEN et al., 2010). Sendo assim, a contaminacdo do solo e das &guas subterraneas com
BTX é frequentemente acompanhada pela liberacao de vapores que migram da superficie para
a atmosfera (FINOTTI et al., 2009). A volatilizacdo do BTX, ainda que em diferentes tipos de
solos secos, cresce linearmente a medida que a temperatura aumenta (CHEN et al., 2010).
Devido a sua volatilidade dos compostos BTX, estes geralmente estdo presentes em pequenas
qguantidades em aguas rasas, porém, as concentracbes sdo mais elevadas nas aguas
subterraneas (MAZZEO et al., 2010). Chen et al., (2010) estudaram o comportamento da
volatilizagdo dos COV dados pelo BTX em um solo extremamente arenoso, em um solo
siltoso e na agua apenas. A volatilizagdo ocorreu de forma total em apenas 8 horas no meio
aquoso, em 10 horas no solo arenoso e em 12 horas no solo siltoso.

A contaminacdo pode ocorrer por defeitos em estruturas dos tanques de estocagem em
postos de abastecimento, vazamentos de tubulagdes em refinarias e acidentes em operacdes de
transportes terrestres (BAEDECKER et al., 2011). Como existe grande dificuldade de detectar
pequenos vazamentos, os administradores dos postos geralmente tomam providéncias apenas
qguando é perceptivel uma perda significativa de combustivel (BRAGATO, 2006; PUGAS,
2015).

Segundo ANP (2013), até o ano de 2013 existiam 39450 postos de combustiveis no
Brasil, sendo desconhecido o nimero real de postos com vazamentos ou que apresentam
iminéncia de vazamento. A regido sudeste é a maior consumidora de gasolina do pais e 0
Estado de Sdo Paulo possui maior numero de postos de combustiveis, 23% do total do
territdrio nacional.

Devido a ocorréncia de poluicdo ambiental, ocasionada por combustiveis derivados de
petroleo, foram criados em ambito estadual e federal, leis, decretos, resolugdes e normas para
protecdo e monitoramento da qualidade do solo e dos recursos hidricos nas areas de influéncia
dos postos de combustiveis. Portanto, de acordo com a legislagdo brasileira, os postos de
revenda de combustiveis devem ser cadastrados e licenciados pelos oOrgédos ambientais
competentes (VERHNJAK, 2015).

Os tanques subterraneos que ndo sdo protegidos contra a corrosdo e sem condicdes
resistir a subsidéncia do solo sdo muito propensos a causar vazamentos (MOURA, 2012;
VERHNJAK, 2015). A Figura 2 mostra como pode-se ocorrer um vazamento devido a

rachaduras na superficie metélica de um tanque de combustivel.
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Figura 2 - Contaminacdo do lencol d'agua por vazamento em tanque de combustivel

Fonte: Verhnjak (2015).

Os pontos de solda em chapas de tanques de combustiveis sofrem corrosdo (e
consequentemente vazamentos) devido agentes como umidade, acidez, salinidade, flutuacdo
do lencol freético e presenca de oxigénio causando degradacdo dos tanques de combustiveis.
As tubulacdes e conexdes também sofrem o efeito da corrosdo ou rupturas decorrentes de
esforcos atuantes no solo (PUGAS, 2015).

Além disso, falhas humanas nas operacfes de descarga de combustivel e defeitos nas
estruturas dos tangques sdo uma das principais causas de vazamentos nos postos de
combustiveis. A contaminacdo pode-se decorrer em aspectos operacionais como falha no
acionamento automatico de bloqueio do fluxo dos bicos de abastecimento (PUGAS, 2015).

O risco de contaminagdo, associado a Vvazamentos, aumenta quando ha
desconhecimento das caracteristicas geoldgico-geotécnicas, tais como erosao e colapsividade
do solo, além de ma execucdo de obras de engenharia (VERHNJAK, 2015). A circulacdo de
veiculos, principalmente veiculos pesados, nos postos de gasolina interferem nas tubulagdes e
tanques subterrdneos que ficam sujeitos a efeitos de vibragdo e sobrepeso, podendo gerar
rupturas, sobretudo nas conexdes. Com isso uma fonte de derramamento ou vazamento de
combustiveis é gerada (PUGAS, 2015).
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O uso das aguas subterraneas no Brasil e em todo o0 mundo tem aumentado devido as
vantagens de sua utilizacdo pois a qualidade de &guas subterraneas, na grande maioria das
vezes € superior as superficiais incorrendo em menores custos de uso e de tratamento (UECHI
et al., 2017). Porém, quando ha perda de qualidade das &guas subterraneas os custos de
tratamento tornam-se mais onerosos para garantia dos niveis de potabilidade vigente
(AVANZI, 2012; TRINDADE, 2015). A Figura 3 demonstra uma contaminacdo de &gua

subsuperficial por derivado de petroleo

Figura 3 — Escavacao com surgimento do lencol freatico e pluma de contaminacao por
derivado de petréleo

Fonte: Becegato et al. (2016).

A alta mobilidade dos hidrocarbonetos BTX no sistema solo-agua ocorre devido ao
baixo coeficiente de particdo octanol-agua (Log Kow) e consequentemente ocorre migracéo
preferencial dessas substancias na agua subterranea por haver reducdo da absorcdo pelo solo
(NAKHLA, 2003). Os hidrocarbonetos aromaticos, inclusive os BTX, tém maior mobilidade
nos sistemas solo-agua que os alifaticos por possuir menor valor do coeficiente de particdo
octanol-agua (MOURA, 2012). Portanto, o coeficiente de particdo octanol-agua indica uma

medida de hidrofobilidade. Deste modo é possivel comparar a possibilidade de encontrar um
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composto em &guas subterrdneas com relagdo ao outro composto. Quanto maior o valor
numerico do coeficiente de particdo octanol/agua, menos moléculas dissolvidas serdo
transferidas para a agua (VERHNJAK, 2015). A Tabela 2 apresenta a solubilidade e o
coeficiente de particdo octanol-agua de alguns compostos existentes em derivados de
petroleo.

Tabela 2 - Solubilidade e coeficiente de particdo octanol-agua (Log Kow) de alguns derivados
de petroleo

Composto  Solubilidade em agua (mg/L) Log Kow

Benzeno 1760 2,12
Tolueno 532 2,73
Xileno 163-185 2,95-3,26
Nonano 0,122 4,67
Decano 0,021 6,69
Dodecano 0,005 7,24

Fonte: Tiburtius et al. (2004).

Os liquidos ndo misciveis, ou imisciveis, dividem-se em DNAPL (Dense Non-
Agqueous Phase Liquids) e LNAPL (Light Non-Aqueous Phase Liquids). A dgua possui sua
massa especifica com valores proximos de 1 kg.L™. Os LNAPL tendem a acumular acima do
nivel da agua (TERAMOTO; CHANG, 2017). A quantidade em que os hidrocarbonetos de
petroleo se dissolvem na &gua subterrdnea depende muito da composicdo do combustivel
(VASUDEVAN et al., 2016). Liguidos menos densos que a agua formam uma camada sobre
a parte superior do lencol freatico, inclusive a fracdo BTX da gasolina, diesel e querosene. A
presenca de LNAPL em aquiferos é frequentemente associada a emissdo acidental de
combustiveis no solo (TERAMOTO; CHANG, 2017). Derramamentos de derivados de
petréleo e vazamentos em tubos subterraneos e tanques de armazenamento sdo as principais
fontes contaminagdo por produtos petroliferos que residem na zona insaturada e no lencol
fredtica como LNAPLs (BAEDECKER et al., 2011).

Ap0s a ocorréncia de um derramamento de liquido imiscivel em agua na superficie do
solo, os componentes mais soliveis em agua caminhardo a frente dos componentes menos
solGveis da zona ndo saturada do solo até a zona de capilaridade, ou franja capilar. Ao
preencher a maior parte dos poros, as forgas capilares reduzirdo o movimento vertical do
liquido imiscivel em &gua e ao atingir a saturacédo residual, fluirdo ao longo do topo da franja
capilar na mesma direcdo do fluxo subterraneo (VERHNJAK, 2015; PUGAS, 2015).
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A Figura 4a demonstra a contaminacdo do solo e da agua subterrdnea por um tanque
enterrado com derramamento de combustivel, enquanto que na Figura 4b a contaminacdo do

ocorre por derramamento de um tanque na superficie do solo.

Figura 4a - Contaminacéo do solo e da agua subterranea por um tanque enterrado com

derramamento de combustivel
Volatizagao

Figura 4b - Contaminac&o do solo e dgua subterranea por derramamento de combustivel em
um tanque na superficie do solo

Volatizacdo

B Fase adsorvida

N
tu

Fase dissolvida

Fonte: Avanzi (2012).

A fase livre é constituida da porcdo de hidrocarbonetos ndo misciveis em agua que
flutuam sobre o aquifero livre. A espessura da fase livre pode ser estimada em funcéo da
espessura da camada sobrenadante, viscosidade do hidrocarboneto, magnitude e frequéncia
das oscilacdes freaticas, quantidade de oxigénio disponivel, porosidade do solo e do tempo
transcorrido desde o vazamento (VERHNJAK, 2015). A fase adsorvida (fase residual) ocupa
uma faixa sobre a extremidade da fase livre constituindo um halo de disperséo entre a fonte de
contaminacédo e o nivel freatico, sendo uma fina pelicula de hidrocarbonetos adsorvidos aos
coloides organicos e minerais do solo, ou entdo, retidos por forcas de capilaridade do solo
(VERHNJAK, 2015). A fase dissolvida é dada pelo produto dissolvido e transportado na
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agua subterrdnea. A solubilidade dos constituintes dos hidrocarbonetos interfere na
quantidade de material dissolvido (GALANTE, 2008). A fase vapor € presente de forma mais
significativa na regido ndo saturada do subsolo e compreende a fase gasosa dos componentes
volateis dos combustiveis e que ocupa os poros do solo (VERHNJAK, 2015).

As mudancas no nivel d’4agua subterranea tém sido identificadas como a causa de
mudancas significativas na concentragdo de hidrocarbonetos dissolvidos (TERAMOTO;
CHANG, 2017). O nivel d’agua pode subir e descer em decorréncia de estagdes secas ¢
umidas alternadas, o que pode levar a uma redistribuicdo vertical do LNAPL a medida que
este migra para baixo, partes do aquifero quando o nivel da agua diminui (JEONG;
CHARBENEAU, 2014). Quando o nivel de 4gua aumenta, uma nova fase residual é formada
na zona nao saturada, pois a fase livre tende a se espalhar. Por sua vez, quando o nivel d’agua
diminui, a fase livre é formada novamente, pois a fase residual tende a se remobilizar
(VERHNJAK, 2015). A Figura 5a demonstra o comportamento da fase livre e residual numa
estacdo seca, enquanto que a Figura 5b demonstra o comportamento da fase residual de

acordo com a elevacgdo do nivel d’agua numa estacao chuvosa.

Figura 5a - Comportamento da fase livre numa estacéo seca
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Figura 5b - Comportamento da fase livre e da fase residual numa estacao de chuvas
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nivel " agua FASE LIVRE

FASE RESIDUAL

Fonte: Verhnjak (2015).

Para um DNAPL, os contaminantes migram por meio da zona ndo saturada e cessa seu
movimento quando atinge a fase residual, devido a sua alta massa especifica, baixa
viscosidade e solubilidade. Desta forma, ocorre a liberacdo de alguns de seus compostos mais
soltveis na fase gasosa contida na zona ndo saturada e em contato com a agua infiltrada é
formada uma pluma de contaminantes na zona saturada (VERHNJAK, 2015).

O liquido de fase ndo aquosa em ambientes de aguas subterraneas pode continuar
sendo uma fonte de exposicédo e risco durante décadas, ou até por séculos (CLEMENT et al.,
2004). Um liquido oleaginoso (LNAPL ou DNAPL) na forma de bolhas pode ser encontrado
em um aquifero. Plumas de dgua contaminada podem surgir devido este suprimento continuo
de dissolucdo gradual. (LOURENCO, 2006). Yoon (2007) definiu a formacdo de blobs como
sendo um fluido em quantidade suficiente para gerar uma 'gota’ dentro de poros do solo,

conforme pode ser visualizado na Figura 6.
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Figura 6 - Formacdo de blobs de contaminantes nos poros
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Fonte: Toledo (2013).

Os vazamentos de combustiveis causam poluicdo do ar causada pela evaporacao
desses compostos e a polui¢do do aquifero no qual se deu o vazamento com a dissolu¢do no
periodo de chuva, uma vez que de 20 a 50% dos compostos ficam retidos no solo (YOON,
2007).

3.2 BIOCOMBUSTIVEIS

Os impactos ao meio ambiente ocasionados pelo uso de combustiveis fésseis levaram
a sociedade moderna a procurar formas menos onerosas de producdo de energia do ponto de
vista ambiental (FINOTT]I et al., 2009; SCHAMBECK et al., 2015).

O etanol e biodiesel sdo dois exemplos dos chamados biocombustiveis (FINOTTI et
al., 2009). Estes combustiveis ganharam importancia no fornecimento global de combustiveis
liquidos nos ultimos anos (BARROS; SZKLO, 2015). No Brasil, em 2005, houve a
introducdo de biodiesel, principalmente a base de soja, na matriz energética (BRASIL, 2005).
De acordo com a Lei n® 13.263, de 23 de mar¢o de 2016 no Artigo 1° foi estabelecida a adi¢éo
obrigatdria (em porcentagem em volume) de biodiesel ao 6leo diesel vendido ao consumidor
final, em qualquer parte do territorio nacional (BRASIL, 2016):
| - 8% (oito por cento), em até doze meses apos a data de promulgagdo desta Lei;

I1 - 9% (nove por cento), em até vinte e quatro meses apds a data de promulgacéo desta Lei;
111 - 10% (dez por cento), em até trinta e seis meses apds a data de promulgacédo desta Lei.

Schambeck et al. (2015) estudaram a influéncia do biodiesel de soja na biodegradacao
dos hidrocarbonetos monoaromaticos benzeno e tolueno em agua subterrdnea sintética sob
condicBes anaerodbias. Foi constatado que ndo houve biodegradacéo do benzeno e do tolueno
devido a ocorréncia de biodegradacdo preferencial do biodiesel sob as condicOes

experimentais definidas pelos autores.
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A gasolina comercial brasileira em contato com a &gua subterrdnea causa maior
contaminacédo do lengol freatico quando comparada com as gasolinas convencionais de outros
paises devido o etanol aumentar a solubilizacdo de hidrocarbonetos na agua. O etanol possui
maior mobilidade na dgua subterranea que os compostos BTX (CORSEUIL; MARINS, 1997;
LOURENCO, 2006; RODRIGUES, 2015).

No Brasil, a quantidade de etanol adicionado a gasolina varia de 25% a 27% (ANP,
2015). Esta adicdo altera os coeficientes de particdo octanol-agua (Log Kow) dos
hidrocarbonetos e consequentemente aumenta a solubilidade e o transporte dos compostos
organicos na fase aquosa, sendo assim, ocorre comportamento diferente no deslocamento do
contaminante comparando-se com a gasolina pura porque as moléculas de alcool passam a ser
preferenciais as estruturas benzénicas. A mistura de etanol na gasolina afeta a sequéncia e
funcdo da flora microbiana autoctone no aquifero afetado, estruturas funcionais microbianas
relacionadas e processos de biorremediagdo (MA et al., 2015). O ambiente subterraneo
contaminado com gasolina contendo etanol, decorrente da alta solubilidade deste, gera uma
concentracdo muito maior em aguas subterraneas do que do BTX (COSTA et al., 2009).

Em altas concentracdes, o etanol torna-se tdxico ou inibitorio para microrganismos
degradadores do BTX. Além disso, o consumo do oxigénio ocorre preferencialmente na
degradacdo do etanol ao invés dos compostos BTX (CORSEUIL; MARINS, 1997,
LOURENCO, 2006). Com isso, ocorre aumento do tempo de atenuacdo por meio de
processos naturais da eliminacdo de contaminantes presentes na agua (CORSEUIL e
MARINS, 1997; FINOTTI et al., 2009; VERHNJAK, 2015; PUGAS, 2015).

3.3 IMPACTOS DO BENZENO, TOLUENO E XILENO AO SER HUMANO

De acordo com Umbuzeiro et al. (2010), o Brasil vem utilizando critérios definidos
pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) para estabelecimento de padrdes de qualidade
para consumo de &guas de abastecimento publico. O valor maximo permitido (VMP) é o nivel
méaximo de um contaminante presente na agua para consumo humano segundo a Portaria n°
2914, de 12 de dezembro de 2011 do Ministério da Saude. A Tabela 3 apresenta o VMP para

0s compostos BTX em aguas de abastecimento.
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Tabela 3 — Valor maximo permitido para benzeno, tolueno e xileno em aguas de
abastecimento

Valor Maximo

Composto Permitido
(ng/L)
Benzeno 5
Tolueno 200
Xileno 300

Fonte: Ministério da Saude (2011).

De acordo com Rodrigues (2015), o benzeno pode ser absorvido pelo corpo
humano via ingestdo, inalacdo e contato dérmico e a distribuicdo no corpo humano ocorre de
maneira muito rapida. A permanéncia média no organismo é de 0,9 a 2,6 horas, de forma
predominante no tecido gorduroso e medula dssea. O benzeno possui potencial carcinogénico
além de poder afetar o sistema nervoso central levando a pessoa exposta a ter tonturas e
atordoamento (FINOTTI et al., 2009). A exposicao de seres humanos a altas concentracdes de
benzeno leva a degeneracdo progressiva da medula 6ssea, causam anemia aplastica, leucemia
e alteracBes imunoldgicas (RODRIGUES, 2015).

O tolueno possui um efeito toxico, agudo e crénico (TORMOEHLEN et al., 2014).
Segundo Rodrigues (2015), o tolueno, assim como o benzeno, é absorvido via ingestdo,
inalacdo e contato dérmico e a distribuicdo no organismo humano é predominante em tecido
gorduroso com meia-vida variando de 0,5 a 3,2 dias em tecidos altamente vascularizados ap6s
absorcdo, tais como aos pertencentes ao cérebro, medula Ossea, figado, rins e tecidos
nervosos. Do tolueno inalado, de 10% a 20% ¢é expirado para a atmosfera com uma meia-vida
de cerca de 25 minutos. Apos a absorcao, o tolueno é principalmente metabolizado no figado
e cerca de 80% da dose absorvida causa uma cadeia de reagdes oxidativas pela intervencao de
varias enzimas tornando a molécula mais hidrofilica havendo a excrecdo de metabdlitos pela
urina. O tolueno, apos intoxicacdo aguda, pode causar euforia, instabilidade emocional e
motora, sendo que horas apds a exposi¢do ocorre sonoléncia e comprometimento das fungdes
motoras e intelectuais, inclusive a memdria (RODRIGUES, 2015).

O xileno prejudica a condenacdo motora e é absorvido pelo organismo pela inalagéo.
Apos absorcdo ocorre 0 metabolismo pelo figado e a distribuicdo por todo o corpo tendo
maior afinidade com tecidos adiposos e cérebro, porém a eliminacdo pelo organismo ocorre

de forma rapida, principalmente pela urina (RODRIGUES, 2015).
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3.4 REMEDIACAO DE SOLOS

A remediacdo é o processo de retorno da funcionalidade de solo, &gua e ar ao que
existia antes da poluicdo (ZABBEY et al., 2017). A avaliacdo dos solos expostos a produtos
petroliferos pode ser realizada a partir da comparacgéo entre as concentracdes medidas e 0s
valores de intervencdo. Dessa maneira, um estudo comparativo para as diversas substancias e
produtos de petréleo deve ser conduzido para determinar a correlacdo potencial entre os
contaminantes e as necessidades reais para garantir a qualidade do solo (PINEDO et al., 2013;
ZHOU etal., 2017).

Os impactos socioecondmicos, ambientais e secundarios gerados por hidrocarbonetos
de petroleo requerem remediacdo de solos contaminados para mitigar efeitos adversos
(ZABBEY et al., 2017). A Lei Estadual n° 13577 de 08 de julho de 2009, aprovada pela
Assembleia Legislativa do Estado de Sdo Paulo, define a remediacdo de area contaminada
como a adocdo de medidas para a eliminagdo ou reducdo dos riscos em niveis aceitaveis para
0 UsO a que se destina.

A remediacdo, seja bioldgica, quimica ou uma combinacdo de ambos 0s meios, € a
Unica alternativa pois o problema da poluicéo deve ser resolvido sem o transferir para o futuro
(MEGHARAJ et al., 2011). Os métodos podem ser fisicos, quimicos ou biolégicos (HAMBY,
1996; KHAN et al., 2004; LIM et al., 2016). Segundo Mariano et al. (2007) ndo existem
regras que generalizem a determinacdo do melhor tipo de tratamento para uma area
contaminada por hidrocarbonetos, cada caso deve ser analisado individualmente e de acordo
com suas caracteristicas peculiares.

Ao restaurar uma area contaminada por BTX, é interessante utilizar métodos que
sejam eficientes, econdmicos e com pequeno impacto ambiental (LOURENCO, 2006;
VARJANI et al., 2017). O Tabela 4 apresenta algumas técnicas de remediacdo recomendadas

pela literatura.
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Tabela 4 — Técnicas de remediacdo utilizados em &reas contaminadas por benzeno, tolueno e
xileno

Tecnologia Tipo Processo Descricédo
Monitoramento inteligente de parametros
indicadores de atenuacdo natural para validar a
estabilizagcdo ou reduc¢éo de plumas dissolvidas
(VEHRNJAK, 2015).

Utiliza reagentes oxidantes que promovema
transformagéo de substéancias indesejadas em
compostos indcuos como gas carbdnico e agua
(PUGAS, 2015).

Utiliza um meio reativo colocado no subsolo
transversalmente a diregdo da pluma de dgua
subterranea em que a agua subterranea
contaminada atravessa a barreira de forma passiva
conforme escoa sob seu gradiente natural, sem
interferir de forma impactante caracteristicas
hidrogeoldgicas, e comisso a concentra¢do do
contaminante é reduzida. (TRINDADE, 2015)

A lavagemdo solo por meio de fluidos
apropriados promove a extirpageme a
biodegradacdo. Compostos quimicos como
surfactantes podem ser adicionados para acelerar
a transferéncia de fase dos contaminantes
(VEHRNJAK, 2015).

Acelera a remogdo de compostos organicos

Bioventilacdo In Situ Bioldgico volateis por meio da aera¢do da zona vadosa
(VEHRNJAK, 2015).
Remocéo fisica de contaminantes volateis e semi-

Air Sparging In Situ Fisico volateis por meio de processos de aeragéo do solo
na zona saturada (VEHRNJAK, 2015).

Atenuacdo Natural In Situ Biologico

Processos Oxidativos Avancados In Situ Fisico-quimico

Barreira Reativa Permeavel In Situ Fisico-quimico

Lavagemde Solo In Situ/Ex Situ Fisico-quimico

Remove a por¢édo afetada do solo e lavagemdo
mesmo comsolventes adequados tais como
detergentes, tensoativos ou solventes organicos
para dleo ou petrdleos (VEHRNJAK, 2015).

Extracdo por Solvente Ex Situ Quimico/Fisico

Fonte: Elaboracdo do préprio autor.

3.4.1 Processos fisico e quimico

O tratamento fisico remove 0s contaminantes do solo sem altera-los quimicamente,
contudo possui limitagcdes dos quais os elevados custos de tratamento podem ser destacados
(MARIANO et al., 2007; VARJANI; UPASANI, 2017). Os métodos fisicos envolvem
principalmente a substituicdo do solo e a dessor¢do térmica, porem o método fisico é
trabalhoso, caro e adequado para pequenos locais contaminados (KHAN et al., 2004).

O método quimico envolve a lavagem de solo contaminado utilizando agua limpa,
reagentes ou solventes que podem lixiviar os contaminantes do solo (HAMBY, 1996; LIM et
al., 2016).
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3.4.2 Processos de biorremediagdo

Muitas plantas, microrganismos e alguns eucariotas menores podem utilizar poluentes
de hidrocarbonetos de petréleo como nutrientes sendo efetivos na descontaminacgéo de certos
tipos de poluentes (PIEPER; REINEKE, 2000; PEIXOTO et al., 2011). A adsorcéo,
volatilizagdo, diluicdo, convecgdo podem contribuir para a atenuagdo do BTX, além da
biodegradacdo (ZHOU et al., 2017).

Segundo Varjani et al. (2015) os microrganismos degradadores de hidrocarbonetos
estdo presentes em muitos ambientes, mesmo quando o ambiente ainda ndo possui
contaminagdo. Os microrganismos autdctones degradantes de hidrocarbonetos desempenham
um papel importante no processo de biorremediagao.

O processo de biorremediacdo € definido como o uso de micrébios para desintoxicar
ou remover poluentes com base em atividades enzimaticas para transformar ou degradar
contaminantes ofensivos (RON; ROSENBERG, 2014; MNIF et al., 2017). Devido a atividade
de microrganismos ocorrer de varias maneiras, 0s poluentes de hidrocarbonetos podem ser
biodegradados completamente ou parcialmente em horas, dias ou meses (ATLAS, 1981). A
biodegradacdo de um poluente envolve uma série de etapas usando diferentes enzimas e
sequéncias de reacGes metabdlicas (PEIXOTO et al., 2011; ABBASIAN et al., 2015).

Geralmente sdo utilizados bactérias, fungos filamentosos e leveduras na
biorremediagdo de solos, sendo as bactérias as mais empregadas em trabalhos que envolvem a
biodegradacdo de contaminantes (ANDRADE et al., 2010). As bactérias sao relatadas como
degradadores primarios e a maioria dos agentes ativos na degradacdo do poluente do petréleo
(ATLAS, 1981).

Menos de 0,1% dos microrganismos que decompdem hidrocarbonetos estdo em
ecossistemas ndo contaminados, sendo que esse numero pode ser aumentado de 1 para 10%
da populacdo total em ambientes contaminados por hidrocarbonetos (ATLAS, 1991;
VARJANI, 2017). No entanto, tem sido relatado que em ambientes poluidos a diversidade
microbiana em geral diminui (ATLAS, 1981; ABBASIAN et al., 2015).

A biodegradacdo microbiana de poluentes de hidrocarbonetos de petroleo emprega as
atividades cataliticas enzimaticas de microrganismos para aumentar a taxa de degradacdo de
poluentes (VARJANI et al., 2017). No processo de biodegradagédo, 0s microrganismos obtém
energia ou assimilam os hidrocarbonetos de petréleo na biomassa celular (VARJANI et al.,
2017). Desta forma, os microrganismos ganham energia durante a degradacdo do poluente e
obtém carbono, o qual é um componente essencial de todos os constituintes celulares,

portanto a biodegradacdo de hidrocarbonetos de petréleo é energicamente favoravel
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(ABBASIAN et al., 2015). Os microrganismos atenuam, degradam ou reduzem os poluentes
organicos perigosos para compostos inécuos como CO., CH4, H2O e biomassa sem afetar
negativamente o meio ambiente (RON; ROSENBERG, 2014).

Técnicas de biorremediacdo tém sido pesquisadas extensivamente com sucesso na
remoc&o de hidrocarbonetos do solo em laboratérios e em campo (LIM et al., 2016). Segundo
Paul et al. (2005) apenas uma fracdo da diversidade microbiana total foi aproveitada até
agora, dado que o recurso genético para a degradacdo de poluentes recalcitrantes e
xenobioticos é vasto.

A biorremediacdo € a técnica mais promissora, relativamente eficiente e econémica
que implica na capacidade dos microrganismos em eliminar contaminantes (MARIANO et al.,
2007; MEGHARAJ et al., 2011; MNIF et al., 2017; VARJANI et al., 2017). Contudo, em
termos de tempo, a biorremediacdo € uma técnica de longa duracdo (pode levar até varios
anos) para obter-se a remocao adequada de contaminantes (ZABBEY et al., 2017).

Os microrganismos desempenham um papel importante em importantes ciclos
biogeoquimicos em quase todos os ambientes e formam a espinha dorsal da maioria dos
ecossistemas (ZHOU et al., 2014; VARJANI et al., 2017). Os microrganismos respondem de
forma diferente a varios tipos de estresse e ganham aptiddo em ambientes poluidos, porém
este processo pode ser acelerado pela aplicacdo de técnicas de engenharia genética
(MEGHARAI et al., 2011).

Compostos organicos, como o tolueno, sdo toxicos para 0S microrganismos, porque
perturbam as membranas celulares (MEGHARAJ et al., 2011). Nos solos contaminados por
hidrocarbonetos aromaticos, 0s microrganismos resistentes aos solventes serdo 0s primeiros a
eliminar poluentes (HUERTAS et al., 1998).

A eficacia da biodegradacéo de hidrocarbonetos em solos contaminados depende das
condigdes ambientais que estimulam a atividade de biodegradacdo, dos tipos de
hidrocarbonetos no solo contaminado e da biodisponibilidade dos contaminantes para a flora
bacteriana (MARQUEZ-ROCHA et al., 2001).

Como as necessidades e a complexidade do conhecimento variam de acordo com
diferentes processos de biorremediacdo, o conhecimento das limitagOes da biorremediacéo e
das condi¢cbes locais maximizam os beneficios e minimizam 0s custos de tratamento
(MEGHARAI et al., 2011).

Os hidrocarbonetos sdo transportados para células microbianas por meio: (a) da

interacdo de células microbianas com poluentes de hidrocarbonetos dissolvidos em fase
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aquosa; (b) do contato direto de células com hidrocarbonetos e (c) da interagdo de células com
goticulas de hidrocarbonetos muito menores que as células (KAVITHA et al., 2014).

A exposicdo subita as pressdes do solo (por exemplo, condi¢des nutricionais no solo,
inanicdes ou susceptibilidade/tolerancia) determinam a resposta fisioldgica dos
microrganismos, subsequentes sobrevivéncias e atividades (MEGHARAJ et al, 2011).

A biorremediacdo é um método para promover a biodegradacdo natural de
hidrocarbonetos ao fornecer nutrientes e oxigénio requeridos por microrganismos (VARJANI
etal., 2017; ZABBEY et al., 2017).

A atividade microbiolégica é afetada pela temperatura e pH (TATE, 1995). Pela
Figura 7 é possivel observar que as bactérias mesofilicas metabolizam contaminantes de
forma mais intensa na faixa de temperatura entre 25°C a 30°C.

Figura 7 - Resposta tipica a temperatura de bactérias mesofilicas que degradam
contaminantes de petréleo
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Fonte: Andrade et al. (2010)

A atividade maxima dos microrganismos ocorre com o pH entre os valores 6,5 e 8,5,
conforme pode ser visto pela Figura 8.

Figura 8 - Variacdo da atividade biol6gica com a mudanca do pH dos solos
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Fonte: Andrade et al. (2010).
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Para ocorrer a biodegradacgdo de hidrocarbonetos € indispensavel que haja a ocorréncia
de uma reacao de oxirreducdo em que os hidrocarbonetos séo oxidados por serem doadores de
elétrons, com isso 0s aceptores de elétrons sdo reduzidos. Varios compostos podem atuar
como aceptores de elétrons, incluindo o oxigénio (O2), nitrato (NOz.), 6xido de ferro Fe (l11),
sulfato (SOs-2) (MARIANO et al., 2007).

Os compostos BTX sdo tipicamente removidos a uma mesma propor¢do pelo
metabolismo aerobico e anaerébio (ABBASIAN et al., 2015). Entretanto, a alta demanda
bioquimica de oxigénio devido a presenca de poluentes organicos favorece condicgdes
anaerobias quanto a biodegradacdo (RAMOS et al., 2013).

Segundo Guerin (2000), convém manter o solo saturado, a taxa de umidade e de
alteracdo constantes para que haja maior eficiéncia no processo de biorremediacdo. O teor de
umidade aumenta a degradacdo de poluentes além de favorecer o transporte de poluentes e
dos produtos degradados (MICHELS et al., 2000).

A temperatura afeta o estado fisico dos hidrocarbonetos presentes no local poluido e
0s microbios que os consomem (CHANDRA et al., 2013). Além disso, afeta a taxa de
crescimento e metabolismo microbiano, solubilidades dos gases, matriz do solo, estado fisico
e quimico de contaminantes (MEGHARA et al., 2011).

A variacdo de temperatura dos solos logo abaixo de 50 cm é pouco significativa
(ANDRADE et al., 2010). A temperatura causa efeito na composi¢ao das comunidades (todos
0s organismos que interagem vivendo juntos em um habitat especifico) e na velocidade de
degradacdo, pois 0s poluentes persistem mais tempo a uma temperatura mais baixa
(MICHELS et al., 2000). A temperatura no processo de biorremediacdo é importante, pois o
calor que é gerado pelo metabolismo microbiano é aprisionado na matriz do solo em
biodegradacdo. A maior parte da decomposicdo microbiana e a formagdo de biomassa
ocorrem de forma mais intensa durante o estagio termofilico (MEGHARAJ et al., 2011).

No ambiente natural existe a articulacdo de comunidades microbianas para mediar e
transferir substratos e produtos entre espécies e comunidades (ABRAHAM et al., 2002). A
biodegradacdo no ambiente natural é um sistema muito complexo, além do sistema individual
de células, no ambiente natural ha varios componentes bidticos e abidticos (MEGHARAJ et
al., 2011). O processo de biodegradacdo se desencadeia como uma rede em que 0S
microrganismos sao interconectados (cooperagdo metabolica), as atividades metabdlicas, além
de substratos e compostos fluem livremente, atuando sobre as espécies microbianas que estédo

no meio (PAZOS et al., 2003). As popula¢des microbianas de solo ou ambientes aquéaticos
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sdo compostos de comunidades diversas, sinérgicas ou antagbnicas ao invés de uma unica
estirpe (MEGHARAJ et al., 2011).

Uma Unica espécie pode metabolizar apenas uma faixa limitada de substratos de
hidrocarbonetos, todavia um consorcio constituido de muitas espécies bacterianas diferentes e
com amplas capacidades enzimaticas geralmente é o que estd envolvido na degradacdo do
petroleo (VARJANI et al., 2013; SANTISI et al., 2015).

A selecdo de um consércio microbiano capaz de degradar compostos hidrofébicos
especificamente pode melhorar a eficiéncia do processo de biorremediacdo (MNIF et al.,
2017). Desta forma, consdrcios microbianos compostos de elementos concorrentes entre si
sdo relevantes do ponto de vista ecolégico por degradarem os poluentes quimicos diferentes e
responder a diferentes estimulos ambientais, sendo mais eficiente que o crescimento de um
unico tipo de microrganismos (SUPAPHOL et al., 2006; VARJANI et al., 2013).

A utilizacdo de consércio de microrganismos provou ser mais potencial que culturas
individuais para metabolizar ou degradar uma diversidade de hidrocarbonetos de forma
completa (VARJANI et al., 2017). Estudos recomendam a utilizacdo de diferentes tipos de
cepas bacterianas e de fungos para a remediacdo de contaminantes de hidrocarbonetos (LIM
et al., 2016). O potencial para degradar poluentes organicos varia entre 0s grupos microbianas
ou guildas diferentes (grupo de espécies que exploram a mesma classe de recursos ambientais
de forma semelhante) e é dependente da dose de poluentes organicos (MEGHARAJ et al.,
2011).

Devido a adaptabilidade, os fungos possuem mais vantagens que as bactérias
(SANTAELLA et al.,, 2009). Como vantagens de se utilizar fungos, no processo de
biodegradacdo, estdo a sua grande capacidade de crescimento, ainda que sujeitos a altas
concentragfes de produtos toxicos e sob condicdes de estresse tais como pH baixo e meio
com poucos nutrientes (GRIFFIN, 1994).

Os fungos podem sobreviver e crescer em meios contendo altas concentragdes de
compostos recalcitrantes podendo utiliza-los como fontes de energia (EGGEN;
MAJCHERCZYK, 1998; OLIVEIRA et al., 2006). Além disso, os fungos podem adaptar se
adaptar a uma grande variedade de concentragdes de oxigénio dependendo do meio em que se
encontram, além da respiracdo aerobia convencional, podem utilizar rotas metabolicas
alternativas (desnitrificagdo e amonificagdo) (TAKAYA et al., 2002). Enzimas extracelulares
oxidativas podem ser produzidas pelos fungos para possibilitar a degradagdo de compostos

assimilaveis ao seu metabolismo. A adicdo de substratos primarios prontamente assimiléveis,
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como glicose pode intensificar a atividade fungica (GRIFFIN, 1994; SANTAELLA et al.,
2005).

O desenvolvimento de estratégias de manejo nutricional, controle de taxas de
degradacéo e produtos da degradacao devem ser adaptados a combinacdes especificas locais e
dos contaminantes (MEGHARAJ et al., 2011). A "abordagem da taxa de recursos™ para obter
informagdes ecofisioldgicas de microrganismos degradantes de poluentes tem muitas
implicacdes praticas fornecendo o quadro tedrico para otimizar a formulacéo e aplicacdo de
nutrientes em abordagens de bioestimulacdo (MEGHARAJ et al., 2011).

Os hidrocarbonetos de petréleo ndo contém grandes quantidades de nutrientes, como
nitrogénio e fosforo necessarios para o crescimento microbiano (VARJANI; UPASANI,
2017). Contudo concentracdes excessivas de nutrientes, especialmente niveis elevados de
nitrogénio, fosforo e potassio, inibem a biodegradabilidade de contaminantes de
hidrocarbonetos (VARJANI, 2017).

Os microrganismos requerem nitrogénio e fésforo para incorporacdo na biomassa, a
disponibilidade desses nutrientes na mesma area que os hidrocarbonetos é crucial (ATLAS,
1981; RON; ROSENBERG, 2014). Como uma regra geral para a remediacdo do
derramamento de petréleo, é aplicado cerca de 1-5% N em peso de 6leo com uma proporcao
de N: P entre 5:1 e 10: 1, (SWANNELL et al., 1996). Essas adi¢cbes podem ser insuficientes
ou imprecisas para os locais poluidos com diferentes tipos de poluentes (MEGHARAJ et al.,
2011). Wolicka et al. (2009) otimizaram a relacdo C: N: P (ao nivel de 100: 9: 2, 100: 10: 1
ou 250: 10: 3) antes de iniciar a remediacao in situ do BTX.

Segundo Smith et al. (1998), as mudancas do suprimento de nutrientes, em proporcao
de fornecimento constante, alteram a biomassa total do degradador de hidrocarbonetos assim
como as taxas de degradacdo de hidrocarbonetos. Os autores utilizaram a teoria da taxa de
recursos utilizados para a decomposigéo de hidrocarbonetos e os resultados mostraram que as
mudancas nas taxas de fornecimento de nitrogénio e fosforo alteraram a taxa de
biodegradacdo de hidrocarbonetos e a composi¢cdo das comunidades microbianas também
foram alteradas significativamente.

Sebate et al. (2004) propuseram um protocolo para ensaios de biotratabilidade em duas
fases para a aplicacdo bem sucedida da tecnologia de biorremediacdo. Na primeira fase, o tipo
e a atividade metabodlica dos microrganismos autéctones no local poluido e a presenca de
possiveis inibidores devem ser testados para saber se a biorremediagdo em si é apropriada. Na
segunda fase, as influéncias de nutrientes, de surfactantes e de alteracbes especificas por
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indculos devem ser avaliadas em microambientes para identificar um tratamento adequado
para o local poluido.

Muitos solos sdo muito pobres em nutrientes ou ndo contém microrganismos
adequados, com isso a biodegradacdo serd inadequada e em muitos casos tera longa duracao
(MEGHARAJ et al., 2011). Bento et al. (2003) recomendou a necessidade de um estudo
detalhado das propriedades do solo e das propriedades dos microrganismos autoctones do solo
para a biodegradacdo. As propriedades do solo tais como porosidade, teor de umidade,
geometria dos poros, camadas horizontais e verticais do solo, entre outras caracteristicas,
podem influenciar a difusdo ou a volatilizacdo e com isso também influenciar a
biorremediagéo (HERS et al., 2000).

A estratégias de biorremediacdo incluem o uso de microrganismos do proprio local
sem interferéncias de técnicas ativas de remediacdo (biorremediacao interna ou natural); a
adicéo de nutrientes, oxigénio e biossurfactantes como agentes estimulantes (bioestimulagéo);
e a inoculagdo de consdrcio microbiano enriquecido (bioaumento) (BENTO et al., 2003). A
vantagem desses processos € a mineralizacdo de poluentes, ou seja, a conversdo para dioxido
de carbono, agua e biomassa (MARIANO et al., 2007).

3.4.2.1 Bioaumentagao

Para a técnica de bioaumentacdo, pode se utilizar uma Unica variedade de
microrganismo ou um consorcio microbiano misto conhecido ou um consorcio microbiano
autoctone previamente isolado do solo contaminado e cultivado com hidrocarbonetos como
sendo fonte de carbono (FERNANDEZ et al., 2016; ZABBEY et al., 2017). Atualmente, em
uma técnica tipica de bioaumentacdo, 0s microrganismos sdo transferidos para um local
poluido para acelerar a desintoxicagdo e/ou degradacdo (MEGHARAJ et al., 2011). Sendo
assim, um consorcio exodgeno previamente extraido de outros locais contaminados por
hidrocarbonetos pode ser utilizado (UENO et al., 2007).

Outra estratégia bastante utilizada em bioaumentacdo é a pré-exposicao e posterior
reexposicdo de um poluente quimico para aumentar o potencial metabolico de
microrganismos (REDDY; SETHUNATHAN, 1983). Em comparagdo com 0s membros
autoctones, os empenhos da bioaumentacdo muitas vezes falham devido a menor eficiéncia,
competitividade e adaptabilidade (MEGHARAJ et al., 2011).

A bioaumentacdo é uma forma promissora de biorremediacdo por ser econdmica, de
alto desempenho e com baixa tecnologia, em que a eficacia pode ser influenciada por fatores

abioticos (pH, temperatura, propriedades do solo, estrutura quimica, concentracdo e
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disponibilidade de poluente) e bidticos como a selecdo dos microrganismos adequados,
competicdo com microrganismos autoctones ou predagdo por protozoarios (MROZIK;
PIOTROWSKA- SEGET, 2010).

Vérias abordagens genéticas foram desenvolvidas e utilizadas para otimizar as
enzimas, vias metabdlicas e organismos relevantes para a biodegradacdo (PIEPER,;
REINEKE, 2000). Contudo, ndo h& relatos de uma unica estirpe de microganismos com a
capacidade metabolica necessaria para degradar todos os componentes do petroleo (ZABBEY
etal., 2017).

3.4.2.2 Bioestimulagéo

Parametros ambientais que podem ser ajustados com a introducdo de nutrientes,
biopolimeros e biossurfactantes sdo descritos como bioestimulacdo (PRINCE et al., 2003;
JIANG et al., 2016).

O ajuste de parametros ambientais pode estimular o crescimento de microrganismos
que degradam o petroleo e também estimular a taxa de degradacdo de forma sensivel
(ZABBEY et al., 2017). A bioestimulacdo envolve a melhoria das condi¢Ges operacionais que
afetam o processo de biorremediacdo, tais como: Concentracdo de nutrientes, pH e teor de
umidade para melhoria do potencial de microrganismos autéctones (FERNANDEZ et al.,
2016).

3.4.2.3 Bioventilacéo

A bioventilagcdo envolve a adi¢do de oxigénio aos vazios do solo com o interesse de
estimular o crescimento dos microrganismos (ZABBEY et al., 2017). O oxigénio é um fator
essencial e muitas vezes limitante na biodegradacdo pois melhora o metabolismo microbiano
dos organismos e com isso, ha maior producéo de energia (LIM et al., 2016).

A bioventilagdo se mostra eficaz e eficiente na remediacdo de uma mistura de diesel
com biodiesel apresentando uma maior taxa de remediacdo, em comparacdo com a atenuacgao
natural. Houve um relato de 85% de eficiéncia da degradacdo de contaminantes quando a
técnica de bioventilacdo foi utilizada, enquanto que a eficiéncia da degradacdo de
contaminantes foi de 64% quando se utilizou atenuacdo natural, ambas as técnicas estudadas
num periodo de 60 dias (THOME et al., 2014).
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3.4.2.4 Compostagem

Tradicionalmente, a pratica da compostagem se destina a reduzir o volume e o teor de
agua dos residuos vegetais, destruir os agentes patogénicos e remover 0S cOmpostos que
produzem odor. Esta tecnologia também pode ser aplicada no tratamento de solo ou
sedimentos contaminados (inclusive por hidrocarbonetos de petroleo). Pardmetros importantes
para compostagem dependem do tipo de poluentes e dos residuos usados para compostagem
(MEGHARAJ et al., 2011).

A eficiéncia da compostagem depende essencialmente da temperatura e da razéo de
alteracdo solo/residuos como o0s dois pardmetros operacionais importantes para a
biorremediagdo (ANTIZAR-LADISLAO et al., 2005).

A mistura de solo remediado com solo contaminado pode aumentar a eficicia da
compostagem porque o solo remediado com microrganismos aclimatados influencia
significativamente a degradacdo do poluente no processo de compostagem (HWANG et al.,
2001).

3.4.2.5 Eletrobiorremediacdo

A eletrobiorremediacdo estd se popularizando como tecnologia hibrida de
biorremediacdo e eletrocinética para o tratamento de compostos organicos hidrofdbicos
(MEGHARAJ et al., 2011). Esta técnica de biorremediacdo envolve a passagem de uma
corrente direta por meio do solo poluido entre eletrodos distribuidos adequadamente além de
fendmenos microbioldgicos para degradacdo de poluentes e fenbmenos eletrocinéticos para a
aceleracdo e orientacdo do transporte de poluentes (ou seus derivados) e dos microrganismos
que degradam poluentes (LI et al., 2010).

A eletrocinética utilizada para solos é o de campos elétricos fracos, de cerca de 0,2 a
2,0 V cm? e os fendmenos bésicos que compdem a eletrobiorremediacdo sdo a difuséo,

eletrolise, eletro-osmose, eletroforese e eletromigragdo (SAICHEK; REDDY, 2005).

3.4.2.6 Fitorremediagdo

A fitorremediacdo utiliza enzimas presentes nas raizes das plantas para auxiliar a
degradacdo dos contaminantes e depende das condi¢cbes ecologicas e climaticas
predominantes. Esta técnica de remediacdo envolve o uso de plantas verdes vivas ou suas
raizes para consertar ou absorver contaminantes do solo do solo. Com isso, a concentracdo de
contaminantes no solo é reduzida e, consequentemente, ha diminuicdo do risco representado

por tais contaminantes para 0 meio ambiente e a saude humana (ZABBEY et al., 2017).
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As plantas tém uma grande quantidade de quilémetros de raizes por hectare, sugerindo
0 potencial de degradagdo de poluentes na rizosfera (BOYAJIAN; CARREIRA, 1997). A
fitorremediacdo possui reduzidos custos de manutencdo e é facil de introduzir em campos que
ha& capacidade de suporte para o crescimento de plantas, porém a fitorremediacdo é uma
estratégia de remediacdo lenta e s6 pode ser considerada para remocdo de contaminantes a
longo prazo (ZABBEY et al., 2017).

3.5 BIODISPONIBILIDADE

As taxas de solubilidade e dissolugdo desempenham um papel crucial na
biodisponibilidade (KAVITHA et al.,, 2014). A biodisponibilidade é a capacidade de
determinadas espécies dessorverem o contaminante para depois degradarem-no. Para o
tratamento eficiente de biorremediacdo, os poluentes como substratos devem estar disponiveis
e acessiveis tanto para microrganismos quanto para as enzimas extracelulares para que o
metabolismo ocorra. A interacdo direta é dependente da estrutura da parede celular, isto é, sua
hidrofobicidade superficial (VARJANI; UPASANI, 2017).

Outro fator limitante importante a ser observado é o movimento de microrganismos
(MEGHARAJ et al., 2011). As células microbianas imobilizadas tém vantagens em relacéo as
células microbianas livres, pois aumentam a sobrevivéncia e a retencdo de agentes de
processamento biol6gico em locais contaminados (VARJANI; UPASANI, 2017).

O destino dos poluentes é amplamente influenciado pelos processos concorrentes de
degradacéo e sorcdo que se referem a adsor¢éo, que ocorre nas superficies (como por exemplo
entre um composto carregado e argila), e a absorcdo que é a sor¢do além da superficie em
uma porcdo separada definida pela superficie (como por exemplo, particdo em matéria
orgénica) (MEGHARAJ et al., 2011). A alta adsorcéo sobre as particulas do solo limita a
disponibilidade de hidrocarbonetos de alto peso molecular a flora bacteriana e com isso a
limitacdo da sua biodegradacgéo se torna um gargalo importante (PACWA-PLOCINICZAK et
al., 2011).

Existem duas maneiras de se considerar a biodisponibilidade e a biodegradacdo de
contaminantes organicos (SINGH et al., 2008):
(1) O preé-requisito da liberagdo dos contaminantes a partir da fase sorvida para a fase
aquosa pela degradagdo microbiana (HARMS; ZEHNDER, 1995).
(ii) A biodegradacdo do contaminante na fase sorvida, sem ser dessorvida pelas
enzimas (SINGH et al., 2003).
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Os contaminantes organicos também podem ser degradados sem dessor¢do prévia. A
solubilidade aquosa, a volatilidade ou a reatividade dos poluentes organicos variam muito e
todos eles podem influenciar a biodisponibilidade na agua e nos solos (MEGHARAJ et al.,
2011).

A captura de poluentes ao longo do tempo pode ocorrer devido ao contato e interagcdo
do solo com moléculas poluentes. Existem também diferencas na biodisponibilidade devido a
naturezas quimicas dos poluentes, tipo de solo e outros fatores, como o teor de umidade e a
temperatura (MEGHARAJ et al., 2011).

3.6 SURFACTANTES E BIOSSURFACTANTES NA BIORREMEDIAQAO

Alguns surfactantes sintéticos, em solo contaminado, tem sido utilizados como uma
das estratégias de tratamento, para aumentar a transferéncia de massa de poluentes organicos
hidrofébicos (LAHA et al., 2009). Eles sdo comumente usados para melhorar a degradacédo
microbianas de compostos hidrofébicos na agua e solo (CHAMKHA et al., 2011;
MOHANTY et al., 2013).

Os compostos ativos na superficie podem melhorar a mobilidade e remocdo de
compostos hidrofobicos de solos contaminados reduzindo as tensdes interfaciais entre o 6leo e
a agua, bem como a viscosidade, e consequentemente, a biodegradacdo é favorecida
(PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011).

A atividade do surfactante e a hidrofobicidade sdo benéficas para a interacdo entre
microrganismos e substratos insollveis, além de superar as limitacbes de difusdo durante o
transporte do substrato para as células (KAVITHA et al., 2014).

Os BTX sdo os menos insoliveis em &gua sendo considerado um 6leo sollvel
(MOTTA et al., 2009). A adicdo de surfactante aumenta a migracao de hidrocarbonetos pelo
solo apo6s a dissolucdo e emulsdo (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011). A dissolucdo de
contaminantes hidrofdbicos é devida a incorporacdo de moléculas para nacleo hidrofébico das
micelas em solugdo (GUHA; JAFFE, 2009). Os surfactantes podem cobrir hidrocarbonetos
hidrofébicos como um envelopamento para que o complexo completo seja transportado por
meio da membrana celular, o que permite que o metabolismo ocorra no citoplasma (RON;
ROSENBERG, 2014).

Uma boa estratégia € selecionar bactérias capazes de catabolizar o contaminante alvo
além de produzir surfactante (MEGHARAJ et al., 2011). Em relacdo a adesdo mediada por
surfactante, a maioria das bactérias degradantes de poluentes de hidrocarbonetos de petrdleo
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produzem e secretam biossurfactantes de natureza quimica diversa que permitem a
emulsificacdo de compostos hidrofébicos (RON; ROSENBERG, 2014).

Os emulsionantes derivados de microbios ou os biossurfactantes s&o moléculas
anfifilicas que consistem em uma cabeca hidrofilica e uma cauda hidrofébica. Os
biossurfactantes poderiam ser facilmente produzidos a partir de recursos renovaveis por meio
de fermentacdo microbiana, possuindo vantagem adicional sobre o surfactante quimicamente
sintético (MNIF; GHRIBI, 2015). Estes biossurfactantes de baixo e alto peso molecular
encontram seus usos nas industrias de processamento alimenticia, de cosméticos e
farmacéutica, além de tentativas de utilizacdo na biorremediagdo (CHRISTOFI; IVSHINA,
2002). Porém, os biossurfactantes podem ser toxicos para 0s microrganismos que degradam

0s contaminantes, ou podem ser utilizados preferencialmente (MEGHARAJ et al., 2011).

3.7 MICRORGANISMOS EFICAZES

Conforme informagdes do fabricante do EM-1®, a Ambiem Ltda Brasil de Lauro de
Freitas-BA (2017), o produto elimina odores e promove a decomposicao rapida de matéria
organica por meio de fermentacdo ao acelerar a quebra de compostos como proteinas,
acucares, gorduras, minerais e até mesmo fibras, com exclusdo competitiva de
microrganismos indesejaveis que provocam ineficiéncia do sistema. Outra forma do produto
agir € por meio da producdo de substancias bioativas benéficas que promovem enzimas,
acidos organicos, aminoacidos e antioxidantes melhorando a saGde do meio. O EM-1®
facultativamente pode atuar aerobiamente ou anaerobiamente e é um liquido em suspensdo
homogénea de cor marrom e odor agridoce, com uma massa especifica média de 1,02 g/cm?,
com o pH variando de 3,0 a 3,5 e uma concentragio superior a 4x10° UFC/mL. A Figura 9

demonstra a atuacdo do consorcio microbiano no processo de biodegradagéo.
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Figura 9 — Processo de biodegradacdo por meio do consorcio microbiano
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Fonte: Ambiem Ltda Brasil - Lauro de Freitas-BA (2017).

3.8 INDICES FiSICOS E LIMITES DE CONSISTENCIA DE UM SOLO

Os indices fisicos do solo podem ser obtidos de acordo com o livro Curso Basico de
Mecanica do Solos de autoria de Pinto (2006).

Para que haja garantia da uniformidade do teor de umidade w, é necessario conhecer o
teor de umidade inicial do solo antes de passar pela estufa a 105°C. Desta forma, a massa do
solo seco sera conhecida apds a amostra passar pela estufa por um periodo de 24h, expresso

pela Equacdo 1.

Equacéo 1

Sendo:
wi — Teor de umidade inicial (%);
m — Massa do solo Umido antes de passar por estufa a 105°C (g);
ms — Massa de sélidos do solo (g).
O teor de umidade corrigido a partir do solo seco, representado pela Equacéo 2, €
obtido apo6s adicionar &gua para que o teor de umidade esteja nas condi¢Oes

experimentalmente determinadas.

Ws = — Equacéo 2
S

A massa de 4gua my a ser adicionada na mistura do solo é obtida pela Equacdo 3 a
sequir.
my, = Wg. Mg Equacéo 3

Sendo:
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mw — Massa de agua a ser adicionada para garantia do teor de umidade desejado (Q);
ws — Teor de umidade final desejado (%)

A massa especifica do solo p ¢ dada pela Equagao 4.

mg+my,

p= T Equacao 4

Sendo:
p - Massa especifica do solo (g/cm?3);
Vi — Volume total de solo (cm?®).

A massa especifica seca pq pode ser conhecida pela Equacéo 5:

_ _p x
Py Trwr Equacdo 5

pd — Masssa especifica seca do solo arenoso fino (g/cm?3).

A massa especifica dos grdos do solo arenoso fino pssslides € Obtida pelos
procedimentos da ABNT NBR 6508: 1984 e em conjunto com Equacéo 5 é possivel obter o
indice de vazios pela Equacéo 6.

Psélidos -1
Pda

c= Equacédo 6

psslidos - Massa especifica dos gréos do solo (g/cm?).
A partir da porosidade n e o indice de vazios é possivel obter o volume de vazios Vy

fornecido na Equacéo 7.

== Equagio 7
l+e  V; quagao
Entdo, o volume de vazios Vv pode ser expresso pela Equacéo 8.
€ ~
V.= Tre Vi Equacio 8
O volume de solidos pode ser conhecido por meio da Equacéo 9.
V&=V;-V, Equagio 9

Vs — Volume total de sélidos do solo (cm?).

O indice de plasticidade (IP) dado pela Equacdo 10, pode ser obtido a partir do limite
de liquidez (LL), o qual é dado pelos procedimentos da ABNT NBR 6459: 1984, e do limite
de plasticidade (LP) cujo valor é calculado pela ABNT NBR 7180: 1984.

IP=LL-LP Equacéo 10
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Sendo assim, para limites de consisténcia de Atemberg, valores inferiores a LP o solo
se comporta como de s6lido, com valores entre LL e LP este apresenta plasticidade e para

valores superiores a LL o comportamento € liquido.

3.9 TECNICA DE DIFRACAO DE RAIO X

A técnica de difragdo de raio x (DRX) é utilizada para identificar constituintes dos
materiais (YACOUB, 2017). Esta técnica € uma ferramenta importante para analisar
argilominerais, pois € possivel obter de forma rapida e com grande precisdo uma dimensao
dos principais planos cristalograficos do mineral. Nesta técnica sdo gerados os raios X a partir
do bombardeamento de elétrons de alta energia em um alvo metélico. (CEDENO, 2015).

A partir de uma interferéncia construtiva entre os raios x emitidos pelo tubo de raio x e
os planos cristalinos formados pelo alinhamento dos &tomos do material. O efeito da difracédo
de raio x pode ser descrito pela Equacéo 11 dada pela lei de Bragg:

nA=2d.sen6 Equagao 11

Onde,

n: Ordem de reflexdo;

A: Comprimento de onda dos raios x;

d: Distancia entre os planos atdmicos paralelos sucessivos no cristal e;

0: Angulo formado com o plano atémico entre o feixe incidente e o refletido.

Yacoub (2017) utilizou um solo arenoso fino coletado na mesma &rea em que foi
coletado o solo arenoso fino utilizado nos microambientes do presente trabalho e obteve um
gréafico referente a um ensaio DRX exposto na Figura 10, em que o quartzo (SiO2), caulinita
K (AlSi;Os) zeolita (NaCaAlsSizO12) sdo representados pelas letras Q, K e Z,
respectivamente. As medidas foram feitas com uma faixa de 5° a 60° com uma radia¢ao Ka

Cu 30 kV e 40 kV angulo de passo 0,02 e um tempo de acumulacédo de 2 segundos.
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Figura 10 - Gréfico de ensaio de difracdo de raio-x de um solo arenoso fino oriundo de llha
Solteira— SP

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
20 Graus
Fonte: Yacoub (2017).

3.10 TEOR DE UMIDADE E TEOR DE CARBONO

De acordo com a metodologia de Robertson (2011) o Teor de Umidade (%) pode ser
conhecido por meio da Equacdo 12 e o Teor de Carbono (%) pode ser conhecido por meio da
Equacdo 13 a sequir.

(MSolo Umido ) - (MSolo Seco)

Teor de Umidade (%) = MSolo Seco

100 Equacdo 12

Sendo (em g):
Msolo Umido: Massa do solo arenoso fino contaminado Umido.

Msolo seco: Massa do solo arenoso fino contaminado ap6s estufa a 105°C.

O Teor de Carbono (%) pode ser conhecido pela Equacédo 13 a seguir.

Teor de Carbono (%) = (MSolo Seco) - (MSolo Queimado) Equacdo 13

MSolo Seco

Sendo em (g):
Msolo seco: Massa do solo arenoso fino contaminado retirado do microambiente apés estufa a
105°C.

Msolo Queimado: Massa do solo arenoso fino apds forno mufla a 550°C.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 LOCAL DE REALIZAQAO DOS EXPERIMENTOS E MATERIAL UTILIZADO

Os experimentos foram realizados, em uma sala aclimatizada a uma temperatura de
28°C + 2°C, no Laboratdrio de Hidraulica e Saneamento da Faculdade de Engenharia de Ilha
Solteira, onde foi realizado a agitacdo das solugdes sintéticas de 6leo diesel e de BTX PA-
ACS como 0s ensaios em microambientes.

Nos presente trabalho foi utilizado solo arenoso fino (Solo Torre de Ilha Solteira-SP),
benzeno PA ACS CAS 71-43-2 (Dindmica Quimica Contemporanea LTDA), tolueno PA-
ACS CAS 108-88-33 (Dindmica Quimica Contemporanea LTDA), xileno PA-ACS CAS
1330-20-7 (Dinamica Quimica Contemporanea LTDA), EM-1® (Ambiem Ltda Brasil, Lauro
de Freitas-BA), melaco de cana in natura proveniente de usina sucroalcooleira, glicose anidra
PA-ACS, sulfato de amoénio e aluminio dodecahidradatado (Synth), fosfato de potassio
monobéasico PA-ACS (Synth), sulfato de ferro (0so) PA-ACS (Synth), sulfato de magnésio
PA-ACS (Synth), diesel combustivel de postos de abastecimento de llha Solteira-SP, acido
estedrico CAS 57-11-4 (Leonfarma Labor Farmacia Ltda — ME), acido cloridrico P.A.
(Synth), cloreto de sodio P.A. (Synth), diclorometano Vetec grau HPLC, acetona CAS 67-64-
1 (Dindmica Quimica Contemporanea LTDA), agua deionizada obtida pelo equipamento de
purificacdo de agua (Gehaka modelo DG500), dessecadores (Chiarotti), vidraria basica para
laboratério de quimica, cadinhos de porcelana (Chiarotti — varios tamanhos), émbolo plastico
artesanal para coleta de solo (didmetro interno de 0,5 mm), cromatdgrafo Shimadzu
(especificacBes no item 4.6.1), autoclave vertical 225L — Prismatec, forno mufla (EDGCOM
IP 220V), forno estufa de esterilizacdo e secagem (Fanem, modelo 315 SE), agitador vértex
(MOD QL901-220V - Biomixer), balanca analitica (Shimadzu, modelo AY220), agitadores
magnéticos (Nova Etica, modelo 113), centrifuga (Fanem Excelsa I, modelo 206BL) e

pHmetro Metrhohm calibrado com solugéo tampéo de pH 4,00 e 7,00.

4.2 SOLUCOES UTILIZADAS NOS MICROAMBIENTES PARA TESTES
4.2.1 Solucgdo de 6leo diesel para analisar remocao de benzeno, tolueno e xileno

A solucéo de dleo diesel em &gua deionizada cuja proporcdo diesel/agua deionizada
(em volume) foi adotada com o valor de 5%, produzida por meio de agitacdo magnética para
promover o contato da dgua com o 6leo diesel por um periodo de 24 horas. O pH da solucéo

de 6leo diesel em agua deionizada foi de 6,78 + 0,18.
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4.2.2 Solucao sintética de benzeno, tolueno e xileno

A solucdo sintética de BTX foi com uma temperatura em torno de 28°C + 2°C e
promoveu-se 0 contato por meio de agitacdo magnética, por um periodo de 24 horas, de uma
solucdo de BTX PA-ACS constituida de benzeno (CAS 71-43-2), tolueno (CAS 108-88-33) e
xileno (CAS 1330-20-7) em agua deionizada com uma propor¢do em volume de 1:1:1:17.
Foram utilizados dois baldes volumétricos (volume em mL 50:50:50:850 de B:T:X:agua)
sendo que em um deles foi adicionado acido estearico para a realizacdo de compraragdo com
outro baldo, com a mesma propor¢do em volume para verificar a eficacia do acido esteérico
em solubilizar o BTX PA-ACS e para favorecer a bioacessibilidade dos microrganismos
(VARJANI; UPASANI, 2017). Mohanty et al. (2013) observou que surfactantes podem ser
toxicos aos microrganismos, portanto € necessario verificar o impacto do surfactante na taxa
de biodegradacéo e nas alteracdes de pH dos microambientes.

A quantidade de surfactante utilizada foi baseada nos estudos de llori et al. (2005) e
Cerqueira e Costa (2008) cuja relacdo BTX/acido estedrico ndo poderia ter uma toxidade
excessiva a0 microambiente, portanto foi aplicada a mesma relacdo que estes autores
utilizaram sendo a de 1% para a relacdo massa de surfactante por massa de solugcéo para que
de forma preventiva ndo ocorresse intoxicacdo excessiva nos microambientes que viriam a
receber a solucdo sintética de BTX contendo acido estearico. A quantidade adicionada de
acido estearico como surfactante foi de 10 g (1% para a relacdo massa surfactante por massa
de solucédo) ao baldo volumétrico de 1 L contendo a relacdo 1:1:1:17 de BTX. Os valores de
pH foram de 7,18 + 0,22 para a solucao sintética com &cido estearico e de 7,55 + 0,35 para a

solucdo sem &cido estearico.

4.2.3 Solugéo de nutrientes

Os nutrientes favorecem o crescimento e a reproducdo de microrganismos (MICHELS
et al., 2000). A formulacdo de estratégias de tratamento com nutrientes e a manutengdo do
controle sobre as taxas de degradacéo precisam ser adaptados a combinacdes especificas dos
locais contaminados e dos poluentes (MEGHARAJ et al., 2011).

De acordo com as recomendacdes de Garcia-Pefia et al. (2001) e Rodrigues (2006),
para bioestimular a biota presente no solo arenoso fino dos elenmenyers foi adicionado
micronutrientes aos microambientes (uma vez por semana a partir do primeiro dia com as
seguintes concentracdes sendo eles NHsAI(SO4)2.12H20, KH2PO4, FeSO04.7H20 e
MgSO4.7H20. Como sugeriu Santaella et al. (2005) também foi adicionado glicose CsH1206
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como macronutriente apenas na primeira aplicacdo apenas para promover 0 crescimento
inicial dos fungos. A Tabela 5 descreve os elementos pertencentes a solucdo de nutrientes.

Tabela 5 - Elementos pertencentes a solugédo de nutrientes

Nutriente Concentracao (mg/L)
Glicose anidra 200,00
Sulfato de ferro (0s0) 0,10
Sulfato de magnésio 2,00
Sulfato de potassio monobasico 4,00
Sulfato de aménio e aluminio 20,00

Fonte: Elaboragdo do prdprio autor.

A solucéo de nutrientes foi esterilizada por 15 minutos em autoclave a 120°C para ser
aplicada semanalmente 4 mL nas amostras dos Ensaios 1, 2, 3 e 4 e 2 mL nas amostras dos

Ensaios 5 e 6.

4.2.4 Solugdo de microrganismos

A ativacio do produto EM-1® em 5% foi realizada com a mescla de 0,1 L de EM-1® e
0,1 L de melaco de cana-de-acUcar in natura com pH de 5,73 em 1,8 L de agua néo clorada
(deionizada) em um béquer e a mistura foi realizada com um bastéo de vidro. O produto ficou
em repouso (8 dias) em um baldo volumétrico fechado até possuir um pH de 3,83 para ser

aplicado no solo arenoso fino para constituir os microambientes.

4.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA PARA VERIFICAR A PRESENCA
DE MICRORGANISMOS

A técnica Microcospia Eletrénica de Varredura - MEV consiste de um canhdo de
elétrons, compartimento para amostra e detectores. Os elétrons secundarios (que
originalmente residem na amostra) recebem o feixe proveniente do canhdo de elétrons (com
baixa energia, apenas alguns eV). Com isso, os elétrons das amostras sdo diferenciados dos
elétrons retroespalhados oriundos do canhéo de elétrons.

As imagens obtidas por MEV da solugdo de microrganismos foram realizados no
Departamento de Fisica e Quimica da FEIS/UNESP por um aparelho Carl Zeiss, modelo EVO
LS15.

4.4 SOLO ARENOSO FINO
O solo arenoso fino utilizado nesta pesquisa foi coletado em uma éarea situada no
municipio de llha Solteira — SP com coordenadas geograficas -20.390863° S e 51.525715° O.
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Os ensaios fisicos do solo arenoso fino foram baseados nas normas brasileiras da
ABNT e foram realizados nos laboratérios de Geotecnia e Pavimentagdo, ambos pertencentes
ao Laboratorio de Engenharia Civil da Faculdade de Engenharia de Ilha Solteira.

O ensaio de caracterizacdo mineraldgica por difracao de raio X (DRX) foi realizado no
laboratério do DFQ (Departamento de Fisica e Quimica) da Faculdade de Engenharia de llha

Solteira por meio do aparelho Shimadzu X-Ray Diffractomer XRD-6000.

4.5 ENSAIOS DE BIORREMEDIACAO

Os ensaios em microambientes foram realizados no Laboratério de Saneamento do
Departamento de Engenharia Civil da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, Campus de Ilha Solteira para se obter informagdes sobre a biorremediagdo em um solo
arenoso fino contaminado por BTX.

O diagrama exposto na Figura 11 demonstra a sequéncia de atividades referentes aos
ensaios de biorremediagéo.

Figura 11 — Sequéncia de atividades dos ensaios de biorremediagao

‘ Analise do solo arenoso fino por indices fisicos e limites de consisténcia |

| Aplicagéo e vibraggo do solo arenoso fino com teor de umidade de 5% em erlenmenyers |

Preparo de solugdo de microrganismos ‘ ‘ Preparo de solugdo sintética de BTX ‘ ‘ Preparo de solugdo de nutrientes

‘ Lan¢amento de solucdo sintética de BTX nos erlenmenyers por meio de banho lento ‘

‘ Langamento de solucdo de microrganismos formando os microambientes de ensaio |

‘ Langamento de solugéo de nutrientes nos microambientes de ensaio ‘

‘ Extracoes para analise solo arenoso fino contaminado de acordo com os microambientes de ensaio ‘

Fonte: Elaboragdo do préprio autor.

Os experimentos de biorremediacdo foram realizados por meio de ensaios em
microambientes situados em erlenmenyers (todos previamente esterilizados por 15 minutos na
autoclave a 120°C). O planejamento experimental ocorreu por meio de 6 tipos ensaios
contendo diferentes quantidades da solugdo de microrganismos (exceto amostras controle),
solo arenoso fino contaminado por solucéo sintética de 6leo diesel (Ensaios 1, 2, 3, 4 e 5) ou
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por solugdo sintética contendo BTX PA-ACS (Ensaio 6) dissolvido em agua deionizada para
verificar o desempenho da biorremediacdo com presenca de surfactante.

Os microambientes foram padronizados com 0 mesmo teor de umidade inicial e com o
mesmo indice de vazios em cada ensaio. Com isso, 0 desencadeamento do processo de
biorremediacdo teve condigdes de ocorrer tanto aerobiamente (acessibilidade do O da
atmosfera) quanto anaerobiamente devido a presenca de rotas metabdlicas alternativas dos
microrganismos biodegradantes, pois por meio de adicdo da solucdo de nutrientes ha
possibilidade de ocorréncia de respiracdo fungica alternativa (TAKAYA et al., 2002)

O solo, apds ter sido destorroado, foi exposto ao sol durante 7 dias seguidos no
periodo diurno. O revolvimento do solo arenoso fino foi realizado dioturnamente para acelerar
0 processo de evaporacdo até que o teor de umidade (massa de agua por massa de sélidos)
obtivesse um valor inferior a 5%, e com isso, se necessario houvesse a adicdo de agua para
garantir um teor de umidade inicial de 5% para todas as amostras.

Com auxilio de um agitador magnético foi possivel padronizar o indice de vazios do
solo por meio de vibracdo dos erlenmenyers. Para os Ensaios 1, 2, 3 e 4 foi utilizado 370g de
solo arenoso fino e a vibragao ocorreu até o solo ocupar o volume de 300 cm®. De semelhante
modo, nos Ensaios 5 e 6, os erlenmenyers foram vibrados até a massa de 185g de solo
arenoso fino com teor de umidade de 5% para ocupar o volume de 150 cm® A Figura 12
demonstra a compactagio do solo com umidade de 5% ocupando 300 cm?do erlenmenyer.

Figura 12 — Solo arenoso fino apds compactacao por agitagdo magnética no erlenmenyer
mantendo-se um volume de 300 cm®

Fonte: Préprio autor.
Para que os microambientes recebessem as massas liquidas de forma homogénea em
todo os vazios do solo arenoso fino, com um umedecimento descendente gradativo, foi

utilizado um funil havia um estrangulamento adaptado no furo da parte interior para
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desenvolvimento de um banho lento sobre toda superficie do solo arenoso fino situado nos
erlenmenyers.

De acordo com Chen et al. (2010), a volatilizacdo dos COV pertencentes aos
compostos BTX em solos ocorre de forma praticamente total em um periodo situado entre 8 e
12 horas. Desta forma, apds o banho lento das solucBes sintéticas nos erlenmenyers, o
microambiente permaneceu em descanso por um periodo de 24 horas para que a volatilizacdo
ocorresse de forma mais intensa, e assim, somente depois a solu¢cdo de microrganismos foi
aplicada nos erlenmenyers. Além do mais, o periodo de 24 horas serviu como aclimatacao
para haver uma selecdo natural entre a solu¢do de microrganismos e a biota autoctone em

contato com a solucgdo sintética.

4.5.1 Ensaio 1

O Ensaio 1 foi realizado em 9 erlenmenyers com solo arenoso fino esterilizado em
autoclave (15 minutos a 120°C) e em 9 erlenmenyers com arenoso fino solo ndo esterilizado.
Em cada erlenmenyer foi adicionado 100 mL de solucdo sintética de diesel em 370 g de solo
arenoso fino que ocupou um volume de 300 cm?® de solo arenoso fino. Este ensaio teve a
finalidade de verificar:

e A variacdo do teor de carbono num periodo de 15 dias;
e A variacdo do pH em 8 dias, 16 dias, 25 dias e 45 dias de experimento;
e A concentracdo de BTX aos 30 dias para as amostras esterilizadas e ndo esterilizadas.

Diferentes volumes de solucdo de microrganismos foi adicionada para oS
microambientes esterilizados e para 0s microambientes ndo esterilizados, exceto nas amostras
controle. Os microambientes que ndo eram amostras controle receberam um volume de
solucéo de microrganismos que variou entre 0,78 mL a 100 mL e em todas as amostras o teor
de umidade possuiram o mesmo valor.

Para o Ensaio 1, a massa de agua total adicionada aos microambientes foi excedente
ao indice de vazios do solo arenoso fino nos erlenmenyers. Com isso, para aumentar o contato
entre o solo arenoso fino, a solucdo sintética de diesel, a solu¢cdo de microrganismos e de
nutrientes foi realizada uma agitacdo manual por meio de um bastdo de vidro deixando o

erlenmenyer.

4.5.2 Ensaio 2
O Ensaio 2 teve como finalidade observar a tendéncia de comportamento do pH a num

periodo de 8, 16, 25 e 45 dias e a reducdo de concentracdo de BTX num periodo de 30 dias,
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de acordo com a variacdo da quantidade de aplicacdo da solucdo de microrganismos. Este
ensaio foi constituido de 9 erlenmenyers com solo arenoso fino ndo esterilizado em que foi
adicionado 100 mL de solucéo sintética de diesel em 370 g de solo arenoso fino com um
volume de 300 cm? de solo arenoso fino em cada erlenmenyer sendo que o teor de umidade
nos microambientes possuiu 0 mesmo valor.

Diferentes volumes de solu¢do de microrganismos foram adicionados aos 9
microambientes ndo esterilizados, exceto nas amostras controle. Os microambientes que nao
eram controle receberam um volume de solucdo de microrganismos que variou entre 0,20 mL
e 25 mL.

A massa total de 4gua adicionada aos microambientes do Ensaio 2 foi suficiente para
deixar solo arenoso fino saturado nos erlenmenyers. Nao foi utilizado nenhum artificio para
favorecer o contato entre os elementos do microambiente. O umedecimento ocorreu de acordo

com fluxo gravitacional da massa liquida lancada na superficie superior do banho lento.

4.5.3 Ensaio 3

O Ensaio 3 foi constituido de 9 erlenmenyers contendo solo arenoso fino ndo
esterilizado dos quais foi adicionado 100 mL de solucdo sintética de diesel em 370 g em um
volume de 300 cm® de solo arenoso fino em cada erlenmenyer. Assim como no Ensaio 2,
diferentes volumes de solugdo de microrganismos foram adicionados aos 9 microambientes
ndo esterilizados, exceto nas amostras controle.

A finalidade do Ensaio 3 foi de:

e Verificar a reducdo da umidade com o passar do tempo num entre 25 dias e 65
dias além de comparar o teor de carbono pertencente aos microambientes nos
dois periodos de estudo.

e Verificar a reducdo da concentracdo de BTX a partir de valores otimizados
obtidos por meio do Ensaio 2.

Os microambientes que ndo eram amostras controle receberam um volume de solugéo
de microrganismos que variou entre 1,25 mL a 6,25 mL e todos os microambientes possuiram
0 mesmo teor de umidade.

Para o Ensaio 3, assim como no Ensaio 2, a massa de agua total adicionada aos
microambientes foi suficiente para deixar solo arenoso fino saturado nos erlenmenyers. N&o
foi utilizado nenhum artificio para favorecer o contato entre os elementos do microambiente.
O umedecimento ocorreu de acordo com fluxo gravitacional da massa liquida lancada na

superficie superior do banho lento.
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4.5.4 Ensaio 4

O Ensaio 4 foi constituido de 1 erlenmenyer com solo arenoso fino esterilizado em
autoclave (15 minutos a 120°C) e 1 erlenmenyer com solo arenoso fino nédo esterilizado,
ambos contendo 100 mL de solucdo sintética de diesel adicionada em 370 g em um volume de
300 cm? de solo arenoso fino em cada erlenmenyer. Para 0 Ensaio 4, o volume da solucéo de
microrganismos foi de 1,50 mL, sendo assim, para garantia da mesma quantidade de massa de
liquida foi adicionada 23,5 mL de 4gua deionizada, e com isso o volume total foi de 25 mL de
massa liquida constituida de agua deionizada e solu¢do de microrganismos para uniformidade
das amostras. Como o Ensaio 4 seguiu procedimentos similares aos do Ensaios 2 e 3, a massa
de agua total adicionada aos microambientes foi suficiente para deixar o solo arenoso fino
saturado nos erlenmenyers. Nao foi utilizado nenhum artificio para favorecer o contato entre
os elementos do microambiente, portanto o umedecimento ocorreu de acordo com fluxo

gravitacional da massa liquida lancada na superficie superior do banho lento.

4.5.5 Ensaio 5

O Ensaio 5 possuiu microambientes esterilizados e ndo esterilizados para verificacdo
de pH por meio de amostras coletadas em 7, 38 e 59 dias e para verificagdo do teor de
umidade, do teor de carbono e da obtencdo da concentracdo de BTX periodo de 14, 32 e 42
dias.

Os microambientes do Ensaio 5 foram realizados em duplicata. O Ensaio 5 foi
constituido de 6 erlenmenyers com solo arenoso fino esterilizado em autoclave (15 minutos a
120°C) e 6 erlenmenyers com solo arenoso fino néo esterilizado. Foi adicionado um volume
de 50 mL de solucéo sintética de diesel em 185 g em um volume 150 cm? de solo arenoso fino
nos erlenmenyers.

Diferentes volumes de solucdo de microrganismos foram adicionados sobre os
microambientes esterilizados e sobre os ndo esterilizados, exceto nas amostras controle. A
quantidade adicionada de solucdo sintética de diesel foi de 50 mL para todos o0s
microambientes e sob as mesmas condigdes e a variacdo do teor de umidade ocorreu devido o
volume de solugdo de microrganismos adicionado ser diferente entre as 6 amostras em
comparacao.

Os microambientes que ndo eram amostras controle receberam um volume de solugédo
de microrganismos que variou entre 2 mL a 20 mL. A massa de agua total adicionada aos

microambientes foi suficiente para deixar solo arenoso fino saturado nos erlenmenyers e 0
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umedecimento ocorreu de acordo com fluxo gravitacional da massa liquida langada na

superficie superior do banho lento.

4.5.6 Ensaio 6

O Ensaio 6 foi constituido de microambientes contendo 185 g em um volume de 150
cm? de solo arenoso fino nos erlenmenyers. Também foi adicionado por meio de banho lento,
50 mL de solucéo sintética de BTX PA-ACS. Em 5 erlenmenyers aplicou-se solucéo sintética
de BTX PA-ACS contendo acido estearico (amostras AE) e em 5 erlenmenyers aplicou-se
solucdo sintética de BTX PA-ACS em ndo houve adicdo de surfactante para constituir
amostras sem acido esteérico (SAE).

Diferentes volumes de solucdo de microrganismos foram adicionados (de 2 mL a 25
mL), exceto nas amostras controle, sobre 0os microambientes que continham &cido estearico
(AE) e sobre os microambientes que ndo continham &cido estearico (SAE) para comparagdo
da remocdo de BTX e a variagdo de pH em 5, 9, 16 e 24 dias. A variagdo do teor de umidade
ocorreu devido as quantidades de solu¢des de microrganismos adicionadas serem diferentes

entre as amostras em compara(;éo.

4.6 pH DOS MICROAMBIENTES

Para observar o comportamento da variagdo de pH dos microambientes foi efetuada
uma adaptacdo do método de Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria- EMBRAPA
(2011) para obtencdo do pH do solo arenoso fino contaminado. Devido a quantidade de solo
retirada dos microambientes ndo poder ser excessiva, a mesma proporc¢do solo:agua de 1:2,5
foi mantida, porém ao invés de se utilizar 10 mL de solo para 25 mL de &gua deionizada,
homogeneizados em um copo plastico com um bastdo de vidro, foi utilizado 2,5 mL de solo
contaminado (coletado por meio do émbolo artesanal de 5 mm de diametro) em 6,25 mL de
agua deionizada, homogeneizados em um tubo de ensaio por meio do agitador vortex durante
1 minuto e ap6s a homogeneizacdo, a amostra ficou em descanso periodo 1 hora para
somente depois as medic¢Oes de pH fossem efetuadas por meio de um pHmetro digital com

eletrodo devidamente calibrado.

4.7 TEOR DE UMIDADE E TEOR DE CARBONO DOS MICROAMBIENTES
O teor de umidade e teor de carbono dos microambientes foram conhecidos pela
metodologia de Robertson (2011). Foi coletado por meio do émbolo artesanal de 3 a 5 gramas

de solo arenoso fino e este foi depositado em um cadinho de porcelana. Antes da pesagem das
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amostras, os cadinhos passaram por processo de queima no forno mufla a 550°C para ndo
haver umidade nas paredes do cadinho nem possiveis residuos organicos. A massas foram
conhecidas por meio de uma balanca analitica com precisdo de 0.0005 g. Inicialmente, o solo
arenoso fino contaminado coletado dos microambientes foi adicionado aos cadinhos para
obtencdo da massa do cadinho e do solo Umido. Logo ap6s, os cadinhos que continham solo
arenoso fino contaminado Umido foram encaminhados a uma estufa a 105° C por um periodo
de 24 horas. As amostras foram deixadas em um dessecador por 30 minutos para manter o
teor de umidade proximo de 0% e com a temperatura proxima da ambiente para ndo haver
alteracOes na precisdo da balanca analitica. Apds passar por estufa a 105°C, tendo a massa de
solo arenoso fino contaminado seco conhecida, os cadinhos que continham solo arenoso fino
seco foram encaminhados ao forno mufla a 550°C para que permanecesse no cadinho apenas

0 material inorganico.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Por meio da aplicacdo de técnica de bioaumentacéo e bioestimulacéo foi possivel obter
uma visao holistica do comportamento da biorremediacdo mediante os parametros escolhidos
para analisar os Ensaios 1, 2, 3, 4, 5 e 6. A biorremediacdo sofreu interferéncia de fatores
abidticos como pH, temperatura, propriedades do solo, concentracdo e disponibilidade de
poluentes e fatores bidticos como a selecdo natural dos microrganismos mais resilientes
decorrente de competicdo com microrganismos autoctones ou predacdo por protozoarios
(MROZIK; PIOTROWSKA- SEGET, 2010).

5.1 SOLO ARENOSO FINO
5.1.1 indices fisicos e limites de consisténcia de um solo

Por meio de ensaios de peneiramento e sedimentacdo apresentados ABNT NBR 7181:
1984, o solo apresentou textura arenosa fina com a composicéo de 30,7% de argila, 16,3% de
silte, 45,10% de areia fina, 6,6% de areia média e 1,4% de areia grossa. A curva
granulométrica do solo pode ser visualizada pelo grafico expresso na Figura 13.

Figura 13 - Curva granulométrica do solo arenoso fino utilizado nos ensaios de
biorremediacéo
100 o

90
80 -
70 A
60 -
50 1 >—Sedimentacio

——Peneiramento Fino

40 -
al -o—Peneiramento Grosso

30 4 o=

Percentagem que Passa (%)

20 A

10 -

0 . .
0,001 0,01 0.1 1 10

Diametro dos Grios (mm)
Fonte: Elaboracgdo propria do autor.
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O limite de liquidez (LL) foi obtido por meio de procedimentos da ABNT NBR 6459:
1984 e pode ser visualizado no grafico demonstrado na Figura 14 em que para 25 golpes do
aparelho de Casagrande o teor de umidade foi de 25,1%.

Figura 14 - Grafico do ensaio de Casagrande para obtencdo do LL do solo arenoso fino
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Fonte: Elaboragdo do prdprio autor.
O limite de plasticidade (LP) foi obtido pelo procedimento da ABNT NBR 7180: 1984

cujo valor foi de 15,9 %, portanto o indice de plasticidade (IP) foi de 9,2%. Sendo assim, para
limites de consisténcia de Atemberg, teor de umidade para valores inferiores a 15,9% o solo
deste presente trabalho tem comportamento de sélido, 15,9% e 25,1% apresenta plasticidade e
com valores acima de 25,1%, o solo tem comportamento liquido.

Para o ensaio de compactacdo proctor normal, de acordo com os procedimentos da
ABNT NBR 7182: 1986, a massa especifica seca para o solo arenoso fino foi de 1,915 g/cm?®
com um teor de umidade 6tima de 12,6 % conforme pode ser visto no gréafico exposto na

Figura 15.
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Figura 15 - Curva de compactacao do solo arenoso fino pelo ensaio proctor normal
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Fonte: Elaboragdo do prdprio autor.

A umidade do solo foi corrigida para manter o valor constante de 5% para a garantia
das mesmas condicdes de acomodacdo e compactacdo nos erlenmenyers. O solo de textura
arenosa fina com o teor de umidade de 5% se apresentou bastante seco e com baixa coesao
(abaixo do limite de plasticidade e da umidade 6tima). Por meio de inspec¢do tactil-visual
prévia e imediatamente apds a insercdo do solo arenoso fino nos erlenmenyers e,
posteriormente com a realizacdo da compactacdo por meio vibracional com uso do agitador
magnético, foi observado um ligeiro comportamento fofo do solo arenoso fino. Este
comportamento do solo arenoso fino também foi constado pela curva de compactacdo do
ensaio de proctor normal exposta na Figura 15 em que a umidade de 5% esta inacessivel por
ser exageradamente baixa com relacdo a umidade Otima e por estar distante da reta
pertencente ao ramo seco da curva do ensaio de proctor normal. Apds a compactacdo, nos
Ensaios 1, 2, 3, 4, 5 e 6, foi de 1,172 de g/cm?®, a massa especifica seca do solo arenoso fino
foi de 1,116 g/cm?, massa especifica dos grios do de 2,668 g/cm?, indice de vazios de 1,391 e
porosidade de 0,582. Para os Ensaios 1, 2, 3 e 4, os erlenmenyers foram ocupados com 351,50
g de massa de solidos e 18,50 g para manter os 5% de teor de umidade. Por sua vez, para 0s
Ensaios 5 e 6, a massa de solidos foi de 175,75 g enquanto que a massa de agua foi de 9,25 g
mantendo os 5% de umidade.

Desta forma, sob estas condi¢bes, o solo arenoso fino nos erlenmenyers possuiu
grande potencial de receber e propagar os liquidos das solucdes sintéticas bem como o
volume das solugdes de microrganismos e solucédo de nutrientes entre os vazios do solo, pois
o teor umidade inicial serd superior ao limite de liquidez do solo arenoso fino nos

microambientes. Quando o valor do teor de umidade é elevado hd um favorecimento no
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processo de biodegradacdo, pois h& maior bioacessibilidade aos microrganismos (GUERIN,
2000; MICHELS et al., 2000).

5.1.2 Caracterizacao mineralogica por difracao de raio x

Yacoub (2017) utilizou um solo arenoso fino coletado na mesma area em que foi
coletado o solo arenoso fino utilizado nos microambientes deste trabalho e obteve um gréfico
referente a um ensaio DRX, exposto na Figura 10, em que o quartzo (SiOz), caulinita K
(Al2Si20s) zeolita (NaCaAlsSizO12) sdo representados pelas letras Q, K e Z, respectivamente.

Figura 16 — Grafico de difracdo de raio-x do solo arenoso fino utilizado nos microambientes
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Fonte: Elaboracdo do préprio autor.

Por meio do gréafico de difracdo raio-x exposto na Figura 16 foi possivel detectar na
composi¢do mineralogica picos similares aos de Yacoub (2017) no eixo 20 graus ao se
comparar com a Figura 10. Com isso, foi possivel detectar qualitativamente a presenca de
quartzo Q (SiO»), pertencente sobretudo a fragdo de areia, 22, 27, 40 e 60 no eixo 26 graus.
Segundo Megharaj et al. (2011) elementos com capacidade adsortiva da fracdo de argila
desfavorecem a bioacessibilidade da remediac&do por microrganismos nos microambientes. O
solo arenoso fino apresentou caulinita K (Al2Si2Os) em 12, 21, 42 e 58 no eixo 20 graus,
além de zedlita Z (NaCaAlsSiz012) em 45, 50 ¢ 58 no eixo 20 graus, sendo que a caulinita e a

zeolita pertencem a fracdo de argila do solo arenoso fino.
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5.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA PARA DETECCAO DE
PRESENCA DE MICRORGANISMOS
A presenca de microrganismos oriundos da solucdo de microrganismos foi detectada
por meio da técnica de Microscopia Eletronica de Varredura - MEV. Por meio de um feixe de
elétrons, imagens foram formadas e representaram caracteristicas superficiais das amostras e
geraram informacBes morfoldgicas de um dos consorcios microbianos apresentado na Figura
17.

Figura 17 — Imagem obtida por microscopia eletrdnica de varredura de um consorcio
microbiano pertencente a um microambiente demonstrando desenvolvimento fangico
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Fonte: Elaboragdo do préprio autor.

5.3 ENSAIOS DE BIORREMEDIACAO

Os métodos atuais de biorremediacdo possuem tecnologia promissora e Séo
relativamente eficientes e viaveis economicamente, porém podem haver fatores limitantes
como a baixa capacidade microbiana local e a baixa biodisponibilidade de poluentes
organicos (MEGHARAJ et al., 2011). A eficiéncia do processo de biorremediacdo do solo
arenoso fino contaminado por BTX, nos microambientes utilizados neste trabalho, foi
aumentada utilizando a bioaumentago e bioestimulagio (FERNANDEZ et al., 2016).

A biodegradacdo € um processo conhecido como coordenacdo metabdlica que
envolve a transferéncia de substratos e produtos para uma comunidade microbiana bem
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harmonizada (ABRAHAM et al., 2002). De acordo com Paul et al. (2005) apenas uma fragéo
da diversidade microbiana total foi aproveitada até agora para a degradacdo de poluentes
recalcitrantes e xenobidticos. O consércio microbiano pertencente a solucdo de
microrganismos, composto pelos microrganismos pertencentes ao EM-1® dado bactérias
acido laticas (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei e Streptococcus lactis), leveduras
(Saccharomyces spp.), bactérias fototroficas (Rhodopseudomonas plastris e Rhodobacter
sphacrodes) e actionomicetes (Streptomyces spp.), apresentou resultados satisfatorios na
reducdo da concentracdo de BTX pelo processo de bioaumentacdo e bioestimulacdo nos
microambientes do presente estudo.

Como a necessidade e a complexidade do conhecimento variam de acordo com
diferentes processos de biorremediacédo, o presente trabalho serviu de base para maximizar o0s
beneficios e minimizar os custos de tratamento, pois valores de referéncia obtidos por testes
de eficécia da biorremediacdo fornecem embasamento para aplicacdo em campo com maior

economia e eficiéncia no processo de biorremediacdo (MEGHARAJ et al., 2011).

5.3.1 Ensaio 1

A Tabela 6 demonstra as caracteristicas do Ensaio 1, a partir das quantidades em
volume, massa e teor de umidade pertencentes aos microambientes, para a verificacdo da
variacdo do teor de carbono num periodo de 15 dias, verificacdo da variacdo do pH em 8, 16,
25 e 45 dias de experimento, bem como a taxa de remoc¢do de BTX aos 30 dias para as
amostras esterilizadas e néo esterilizadas

Tabela 6 — Amostras para verificacdo do teor de carbono em15 dias, pH em 8,16, 25 e 45 dias
e a variacdo da concentracdo de benzeno, tolueno e xileno aos 30 dias

. - ! XI
Amostras do Ensaip 1 I o m IV vV VI VII VI o
Volme solucio sintética de diesel(ul) 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Volume de solucdo de microrganimos (mL) 10000 5000 2500 1230 625 312 136 078 000

Volume de adicio de igua deionizada (mL) 000 5000 7500 87,50 93.75 9688 9844 9922 100,00

Massa de bguidos total (g) 218,50 21850 218,50 218,30 218,30 218,50 218 50 218,50 218,50
Teorde umidade inicial (% ) 6216 6216 6216 6216 6216 6216 6216 6216 6216
Volme de v azios (cmd) 17453 17433 17433 174,33 174,33 17453 174,33 174,33 174,53
Volme de solidos (cmd) 12547 12547 12547 12547 12547 12547 12547 12547 12547
Volme de total de liquidos (cm3) 21850 21850 218350 218 50 218 30 21850 218 50 21850 218350

Fonte: Elaboracgdo do préprio autor.
Amostras do Ensaio 1

I: Amostra com 100 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino com
um teor de umidade de 62,16%.
I1: Amostra com 50 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino com
um teor de umidade de 62,16%.
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I1: Amostra com 25 mL de solugio de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino com
um teor de umidade de 62,16%.

IV: Amostra com 12,5 mL de solugio de microrganismos em 300 cm® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%.

V: Amostra com 6,25 mL de solucdo de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%.

VI: Amostra com 3,12 mL de solugio de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%.

VII: Amostra com 1,56 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%.

VIIl: Amostra com 0,78 mL de solugio de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%.

IX Controle: Amostra controle com 0 mL de solucdo de microrganismos em 300 cm? de solo
arenoso fino com um teor de umidade de 62,16%.

5.3.1.1 Teor de carbono em 15 dias de experimento
A partir da metodologia de Robertson (2011), o teor de carbono pode ser conhecido
segundo a Figura 18, que demonstra a variacdo do teor de carbono num periodo de 15 dias
para os microambientes de amostras esterilizadas e néo esterilizadas.
Figura 18 — Teor de carbono para amostras esterilizadas e ndo esterilizadas num periodo de
15 dias de experimento
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Fonte: Elaboragdo do préprio autor.

Amostras do Ensaio 1

I: Amostra com 100 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino com
um teor de umidade de 62,16%.

I1: Amostra com 50 mL de solugéo de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino com
um teor de umidade de 62,16%.

I1: Amostra com 25 mL de solucdo de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino com
um teor de umidade de 62,16%.

IV: Amostra com 12,5 mL de solucio de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%.
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V: Amostra com 6,25 mL de solucdo de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%.

VI: Amostra com 3,12 mL de solugio de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%.

VII: Amostra com 1,56 mL de solucio de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%.

VII1: Amostra com 0,78 mL de solugio de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%.

IX Controle: Amostra controle com 0 mL de solucio de microrganismos em 300 cm? de solo
arenoso fino com um teor de umidade de 62,16%.

De acordo com a Figura 18, ao se comparar o resultado das amostras esterilizadas e
ndo esterilizadas dos microambientes, é possivel observar que os valores do teor de carbono
num periodo de 15 dias se mantiveram relativamente proximo na maioria das amostras,
exceto nas amostras Ill, VI e VII. Houve menor variacdo dos valores nas amostras
esterilizadas que nas amostras ndo esterilizadas. Foi possivel detectar uma tendéncia de
valores de teor de carbono proximos a 5% nas amostras I, 111, V e VII.

Os BTX sdo carbonos organicos volateis, sendo assim ha a ocorréncia do processo de
volatilizagcdo do meio aquoso para o ar (CHEN et al., 2010). De acordo com Abbasian et al.
(2015) os microrganismos ganham energia durante a degradacdo do poluente para carbono e
assim obtém energia. Devido a biorremediacdo de BTX por parte dos microrganismos nos
microambientes, com a formacdo de compostos indcuos como CO2, CH4 e biomassa, nédo foi
possivel obter uma relacdo entre o comportamento da transformacdo de BTX em outras
formas de carbono ap6s o processo de biorremediacdo, de acordo com os resultados
apresentados na Figura 18, pelo método de Robertson (2011). Desta forma, nao foi possivel
detectar uma relacdo entre o comportamento do teor de carbono e a quantidade de solucéo de

microrganismos aplicados, bem como o teor de umidade nos microambientes.

5.3.1.2 pH em 8, 16, 25 e 45 dias de experimento

No Ensaio 1, foi possivel verificar a variagdo do pH em 8, 16, 25 e 45 dias de

experimento conforme pode ser visto na Figura 19.
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Figura 19 - Variacao do pH no periodo de 8,16, 25 e 45 dias para amostras esterilizadas e
amostras néo esterilizadas
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Fonte: Elaboragdo do préprio autor.
Amostras do Ensaio 1

I: Amostra com 100 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino com
um teor de umidade de 62,16%.

I1: Amostra com 50 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino com
um teor de umidade de 62,16%.

I1: Amostra com 25 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino com
um teor de umidade de 62,16%.

IV: Amostra com 12,5 mL de solugio de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%.

V: Amostra com 6,25 mL de solucdo de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%.

VI: Amostra com 3,12 mL de solugio de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%.

VII: Amostra com 1,56 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%.

VIII: Amostra com 0,78 mL de solugio de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%.

IX Controle: Amostra controle com 0 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm? de solo
arenoso fino com um teor de umidade de 62,16%.

De forma geral, é possivel notar que o pH foi maior nos microambientes que
receberam menores quantidades de solucdo de microrganismos, devido a sua acidez inicial,
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com o pH de 3,83. Além disso, o solo arenoso fino (com pH de 4,15) interferiu de modo que o
pH dos microambientes fosse acido, inclusive nos microambientes das amostras controle.

Né&o foi possivel detectar diferencas de variacdo de pH entre amostras esterilizadas e
ndo esterilizadas. Ao se observar a Figura 19, apesar de ocorréncias de oscilacdes, o pH
tendeu a crescer com o decorrer do tempo. A partir dos resultados de cada amostra,
pertencente aos respectivos microambientes, houve aumento da atividade de respiragéo dos
microrganismos decorrente de maior atividade celular para eliminar CO2 e com isso, elevou-
se 0 pH (RON; ROSENBERG, 2014).

5.3.1.3 Concentragéo de benzeno, tolueno e xileno em 30 dias de experimento

A reducdo da concentracdo de BTX aos 30 dias foi verificada para as amostras
esterilizadas e ndo esterilizadas, demonstradas na Figura 20 (benzeno), Figura 21 (tolueno) e
Figura 22 (xileno). A interacdo entre os microrganismos autdctones e os adicionados por meio
da solugdo de microrganismos interferiu no desempenho da biorremediagdo (MROZIK;
PIOTROWSKA- SEGET, 2010). O estudo da biorremediacdo por meio de microambientes
em erlenmenyers forneceram uma resposta rapida para tomada de decisdo (MAZZEO et al.,
2010; CHENG et al., 2017, ZABBEY et al., 2017).

O solo arenoso fino contaminado por BTX foi biorremediado de forma predominante
pelos microrganismos mais resistentes, sendo que estes foram os primeiros a eliminar
contaminantes (HUERTAS et al.,, 1998). A resposta fisiologica dos microrganismos
determinou as subsequentes sobrevivéncias e atividades de acordo com condi¢6es nutricionais
nos microambientes e tolerancia a toxidade do BTX (MEGHARAJ et al., 2011). A atividade
microbioldgica foi afetada pela temperatura e pH (TATE, 1995). Com a temperatura de 28°C
+ 2°C, a qual é adequada para a atividade de bactérias mesofilicas, porém o pH ideal deveria
possuir valores de 6,5 a 8,55 para a atividade bacteriana, uma vez que em todos o0s
microambientes tiveram o pH abaixo de 6 (ANDRADE et al., 2010). Sendo assim, nos
microambientes, 0os fungos possuiram vantagens em relacdo as bactérias quanto a
adaptabilidade, (SANTAELLA et al., 2009) pois no processo de biorremediagdo de BTX, os
fungos possuiram capacidade de crescimento, ainda que sujeitos a presenca do BTX, produto
toxico e recalcitrante, sob condigdes de estresse devido ao baixo pH (GRIFFIN, 1994;
EGGEN; MAJCHERCZYK, 1998; OLIVEIRA et al., 2006). Além disso, os fungos podem ter
se adaptado a concentracdo de oxigénio de acordo com 0 meio que se encontraram, além da
respiracdo aerobia convencional, podem utilizar rotas metabdlicas alternativas (desnitrificacdo
e amonificacdo) (TAKAYA et al., 2002).
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A reducéo de concentragdo de benzeno aos 30 dias ocorreu de forma mais acentuada a
partir da adicdo de 6,25 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino
(Amostra V) tanto para as amostras esterilizadas quanto para as ndo esterilizadas. Entre as
amostras V e |, em comparacdo com as amostras IX e V, a concentracdo de benzeno
decresceu de forma menos intensa, porque o valor de contamina¢do quimica do solo arenoso
fino por benzeno em pequenas quantidades de concentracdo de benzeno acarretou em
resisténcia a métodos de degradacdo biologica (NASCIMENTO et al., 2014).

Nas amostras esterilizadas a reducdo da concentracdo de benzeno foi superior,
provavelmente porque a competi¢do entre a solu¢cdo de microrganismos e 0s microrganismos
autoctones ndo foi benéfica ao processo de biorremediacdo no periodo estudado que foi de 30
dias (MROZIK; PIOTROWSKA- SEGET, 2010).

Ao se comparar as amostras controle (amostra 1X), entre as amostras esterilizadas e
ndo esterilizadas das amostras controle, é possivel visualizar que a diferenca de valores da
concentracdo de benzeno devido a presenca de microrganismos autdctones foi pouco
significativa com relacdo as amostras esterilizadas.

Com excecdo das amostras 1X controle e V, ocorreu maior reducdo da concentragdo de
benzeno nas amostras ndo esterilizadas, a bioaumentacao apresentou menor eficiéncia devido
a competitividade e adaptabilidade entre 0os microrganismos autdctones e os da solucdo de
microrganismos (MEGHARAJ et al., 2011).

Figura 20 — Concentragdo de benzeno em 30 dias de experimento para amostras esterilizadas
e amostras néo esterilizadas
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Fonte: Elaboracdo do préprio autor.
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Amostras do Ensaio 1

I: Amostra com 100 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino com
um teor de umidade de 62,16%.

I1: Amostra com 50 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino com
um teor de umidade de 62,16%.

I1: Amostra com 25 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino com
um teor de umidade de 62,16%.

IV: Amostra com 12,5 mL de solucio de microrganismos em 300 cm® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%.

V: Amostra com 6,25 mL de solucdo de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%.

VI: Amostra com 3,12 mL de solucio de microrganismos em 300 cm® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%.

VII: Amostra com 1,56 mL de solucdo de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%.

VIII: Amostra com 0,78 mL de solucdo de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%.

IX Controle: Amostra controle com 0 mL de solucdo de microrganismos em 300 cm? de solo
arenoso fino com um teor de umidade de 62,16%.

Da Figura 21 é possivel perceber que houve maior eficiéncia de remocéao de tolueno
nos microambientes que receberam maiores quantidades de solucdo de microrganismos. Foi
possivel verificar que a microbiota autéctone foi pouco efetiva ao se observar que houve
pouca diferenca entre os valores da concentracdo de tolueno das amostras esterilizadas e das
amostras ndo esterilizadas, porém foi mais evidente uma pequena diferenca de valores nas
amostras controle (IX Controle).

A reducdo da concentracdo de tolueno ocorreu de forma mais acentuada a partir da
adicéo de 6,25 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm?3 de solo arenoso fino (Amostra
V), tanto para as amostras esterilizadas quanto para as ndo esterilizadas, sendo que a
concentracdo de benzeno decresceu de forma menos intensa entre as amostras V e |, isto
porque o valor de contaminacdo quimica do solo arenoso fino por benzeno em pequenas
quantidades de concentracdo de xileno acarretou em resisténcia a métodos de degradacao
bioldgica (NASCIMENTO et al., 2014).

Nas amostras I, I, 111, IV, V e VI os microambientes ndo esterilizados obtiveram uma
reducdo de concentracdo de tolueno superior em relacdo aos microambientes esterilizados,
com isso € possivel constatar que a interacdo entre a solucdo de microrganismos e 0S
microrganismos autoctones foi benefica para o processo de biorremediacdo nestes
microambientes. Neste caso, a bioaumentacdo se apresentou eficiente na competitividade e
adaptabilidade entre os microrganismos autéctones e os da solugdo de microrganismos
(MEGHARAJ et al., 2011). Entretanto, para as amostras VII e VIII a interacdo solucdo de
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microrganismos e 0s microrganismos autdctones foi prejudicial ao processo de

biorremediagéo.

Figura 21 — Concentragéo de tolueno em 30 dias de experimento para amostras esterilizadas e
amostras néo esterilizadas
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Fonte: Elaboracgdo do préprio autor.
Amostras do Ensaio 1

I: Amostra com 100 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino com
um teor de umidade de 62,16%.

I1: Amostra com 50 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino com
um teor de umidade de 62,16%.

I1: Amostra com 25 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino com
um teor de umidade de 62,16%.

IV: Amostra com 12,5 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%.

V: Amostra com 6,25 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%.

VI: Amostra com 3,12 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%.

VII: Amostra com 1,56 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%.

VIII: Amostra com 0,78 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%.

IX Controle: Amostra controle com 0 mL de solucdo de microrganismos em 300 cm?® de solo
arenoso fino com um teor de umidade de 62,16%.

Por meio da Figura 22, € possivel verificar que eficiéncia de remocdo de xileno foi

maior nos microambientes que receberam maiores quantidades de solugdo de microrganismos.
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Além disso, a microbiota autoctone foi pouco efetiva, pois houve pouca diferenca entre os
valores das concentragcbes de xileno entre as amostras esterilizadas e amostras nao
esterilizadas.

A reducdo da concentracdo de xileno ocorreu de forma mais acentuada a partir da
adicéo de 3,12 mL de solugéo de microrganismos em 300 cm3 de solo arenoso fino (Amostra
VI), tanto para as amostras esterilizadas quanto para as ndo esterilizadas. Contudo, a
concentracdo de xileno decresceu de forma menos intensa entre as amostras VI e |, pois o
valor de contaminacgdo quimica do solo arenoso fino por xileno em pequenas quantidades de
concentracdo de xileno acarretou em resisténcia a métodos de degradacdo bioldgica
(NASCIMENTO et al., 2014).

Nas amostras de todos os microambientes esterilizados houve uma reducdo de
concentracdo de xileno superior em relacdo aos microambientes ndo esterilizados. Com isso €é
possivel concluir que a interacdo solucdo de microrganismos e 0s microrganismos autéctones
ndo foi benéfica para o processo de biorremediacdo de xileno para estas amostras. Portanto,
no processo de biorremediacdo por bioaumentacdo houve menor eficiéncia devido a
competitividade e adaptabilidade entre os microrganismos autéctones e os da solucdo de
microrganismos (MEGHARAJ et al., 2011).

Figura 22 — Concentragéo de xileno em 30 dias de experimento para amostras esterilizadas e
ndo esterilizadas
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Fonte: Elaboragdo do préprio autor.

Amostras do Ensaio 1

I: Amostra com 100 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino com
um teor de umidade de 62,16%
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I1: Amostra com 50 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino com
um teor de umidade de 62,16%

I1: Amostra com 25 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino com
um teor de umidade de 62,16%

IV: Amostra com 12,5 mL de solugio de microrganismos em 300 cm® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%

V: Amostra com 6,25 mL de solucdo de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%

VI: Amostra com 3,12 mL de solugio de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%

VII: Amostra com 1,56 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%

VIII: Amostra com 0,78 mL de solucdo de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 62,16%

IX Controle: Amostra controle com 0 mL de solucdo de microrganismos em 300 cm? de solo
arenoso fino com um teor de umidade de 62,16%

Conforme os resultados da remediagdo de benzeno (Figura20), tolueno (Figura 21) e
xileno (Figura 22), ndo foi possivel alcancar os padrbes da legislacdo brasileira, pois nédo
houve uma remocdo de benzeno, tolueno e xileno no periodo 30 dias, de forma que se
adequasse ao valor méximo permitido estabelecido pelo Ministério da Saude (2011) para
benzeno, tolueno e xileno que séo de 0,005, 0,200 e 0,300 mg/L, respectivamente. Contudo, o
periodo de estudo foi relativamente curto e a biorremediacdo é uma técnica de longa duracéo
(pode levar até varios anos) para obter-se a remocao adequada de contaminantes (ZABBEY et
al., 2017).

5.3.2 Ensaio 2

A Tabela 7 demonstra as quantidades dos elementos pertencentes ao Ensaio 2 a partir
das quantidades em volume, massa e teor de umidade pertencentes aos microambientes, para a
verificacdo o pH em 8, 16, 25 e 45 dias de experimento, bem como a taxa de remoc¢éo de BTX
em 30 dias de experimento para as amostras esterilizadas e ndo esterilizadas.

Tabela 7 — Amostras para verificar o pH em 8, 16, 25 e 45 dias e concentracdo de benzeno,
tolueno e xileno num periodo de 30 dias

by |

Controle

Amaostras do Ensaio 2 I 11 111 IV v V1 VI VIII

Volume sohuscao sinte tica de diesel (ml) 100,060 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Volume de sobx o de microrganimos (ml) 2500 12,50 625 3,13 156 078 03¢ 020 000
Volune de adicio de agua deiondzada (ml) 000 1250 1875 21,88 2344 2422 2461 2480 2490

Massa de liquidos total (g) 143,50 143.50 143,50 143,50 14350 14350 143,50 143,50 14350
Teorde umidade inicial (%) 1093 4083 4083 40,83 4083 4083 40,83 4083 4083
Volme de vazios (cm3) 17453 174,53 174,53 174,53 174,53 174,53 174,53 174,53 174,53
Volme de sékidos (cm3) 12547 12547 12547 12547 12547 12547 12547 125,47 12547
Vohme de total de liguidos (cm3) 14350 143,50 14350 143,50 143,50 143,50 143,50 143,30 143350

Fonte: Elaboracdo do préprio autor.
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Amostras do Ensaio 2

I: Amostra com 25,00 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

I1: Amostra com 12,50 mL de solugio de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

I1: Amostra com 6,25 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

IV: Amostra com 3,13 mL de solugio de microrganismos em 300 cm® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

V: Amostra com 1,56 mL de solucdo de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

VI: Amostra com 0,78 mL de solucio de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

VII: Amostra com 0,39 mL de solucdo de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

VIII: Amostra com 0,20 mL de solucio de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

IX Controle: Amostra controle com 0 mL de solucdo de microrganismos em 300 cm? de solo
arenoso fino com um teor de umidade de 40,83%.

5.3.2.1 pH em 8, 16, 25 e 45 dias de experimento
A tendéncia de comportamento do pH a num periodo de 8, 16, 25 e 45 dias foi
verificada para o Ensaio 2 e apresentada pela Figura 23.

Figura 23 — Variagdo do pH para um periodo de 8, 16, 25 e 45 dias
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Fonte: Elaboracdo do préprio autor.
Amostras do Ensaio 2

I: Amostra com 25,00 mL de solugio de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.
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I1: Amostra com 12,50 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

I1: Amostra com 6,25 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

IV: Amostra com 3,13 mL de solucio de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

V: Amostra com 1,56 mL de solucdo de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

VI: Amostra com 0,78 mL de solugio de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

VII: Amostra com 0,39 mL de solucdo de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

VIII: Amostra com 0,20 mL de solucio de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

IX Controle: Amostra controle com 0 mL de solucdo de microrganismos em 300 cm? de solo
arenoso fino com um teor de umidade de 40,83%.

Da Figura 23, foi possivel notar que o pH aumentou com o passar do tempo, assim
como no Ensaio 1, em cada microambiente o pH provavelmente se elevou devido ao aumento
da atividade de respiracdo dos microrganismos decorrente de maior atividade celular para
eliminar CO2 (RON; ROSENBERG, 2014). As amostras que receberam maiores quantidades
de solucdo de microrganismos apresentaram um pH mais acido, assim como nos Ensaios 1,
pois 0 pH da solucdo de microrganismos possuia um pH &cido de 3,83. O solo arenoso fino,
com pH de 4,15, também interferiu com que o pH dos microambientes fosse &cido, inclusive

0S microambientes das amostras controle.

5.3.2.2 Concentracéo de benzeno, tolueno e xileno em 30 dias de experimento

A Figura 24 exp6s o comportamento da reducdo de concentracdo de BTX num periodo
de 30 dias de acordo com a variagdo da quantidade aplicada de solu¢do de microrganismos
com a finalidade de se buscar uma quantidade otimizada de solugdo de microrganismos por

massa de solo arenoso fino.
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Figura 24 — Concentracdo de benzeno, tolueno e xileno num periodo de 30 dias de acordo
com diferentes quantidades de solugdo de microrganismos
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Fonte: Elaboragdo do prdprio autor.

De acordo com a Figura 24 é possivel visualizar que as curvas de remocéo de benzeno,
tolueno e xileno formadas com dados referentes a 30 dias de experimento sofreu redugéo
brusca e acentuada nas amostras com valores entre 0 e 1,56 mL em 300 cm? de solo arenoso
fino, porém entre os valores de 1,56 e 6,25 mL em 300 cm3 de solo arenoso fino, a remogéo
de BTX se comportou de maneira eficaz e econémica, assim como no Ensaio 1. No entanto, a
reducdo das concentraces de benzeno, tolueno e xileno ocorreu de forma eficaz, porém de
forma menos econémica com o volume de aplicagdo de solugdo de microrganismos de 6,25
mL a 25,00 mL em 300 cm3 de solo arenoso fino, isto porque que a concentracdo de benzeno
decresceu de forma menos intensa, pois o valor de contaminacao quimica do solo arenoso fino
por BTX em pequenas quantidades em pequenas quantidades de BTX acarretou em
resisténcia a métodos de degradacdo biologica (NASCIMENTO et al., 2014).

Para o volume de solugdo de microrganismos de 0 a 1,56 mL em 300 cm? de solo
arenoso fino, a bioaumentacdo se apresentou mais eficiente na competitividade e
adaptabilidade entre os microrganismos autoctones e os da solugdo de microrganismos
(MEGHARAJ et al., 2011). Além disso, de acordo Smith et al. (1998) o suprimento de
nutrientes, em proporcdo de fornecimento constante, altera a biomassa total do degradador de
hidrocarbonetos, assim como as taxas de degradacdo de hidrocarbonetos. Portanto, de acordo
com as quantidades de micronutrientes e macronutrientes depositadas nos microambientes,

houve um desempenho mais eficaz da bioestimulacdo quando aplicado o volume de solugéo
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de microrganismos de 0 a 1,56 mL em 300 cm3, entretanto entre o volume de solugéo de
microrganismos de 1,56 a 25,00 mL em 300 cmd a competicdo pelo consumo dos
micronutrientes e macronutrientes por parte dos microrganismos pertencentes ocasionou a
diminuicdo da eficiéncia do processo de biorremediacdo, ou seja, houve diminuicéo
ecofisiologica que interferiu na biorremediacdo devido reducdo da taxa de recursos
(MEGHARAJ et al., 2011).

A reducdo das concentracdes de BTX ocorreu de forma mais acentuada nas amostras
que receberam maior quantidade de solucdo de microrganismos, de forma similar ao Ensaio 1.
Os microrganismos resistentes foram os primeiros a eliminar os contaminantes (HUERTAS et
al., 1998). De acordo com a resposta fisioldgica dos microrganismos, ocorreu a determinacao
de sua sobrevivéncia e atividades subsequentes a partir das condi¢des nutricionais e tolerancia
a toxidade do BTX nos microambientes (MEGHARAJ et al., 2011). A temperatura e o pH
afetaram a atividade microbioldgica (TATE, 1995), pois com a temperatura de 28°C + 2°C,
apesar de ser adequada para a atividade de bactérias mesofilicas, o pH ideal para melhor
atividade bacteriana deveria possuir valores de 6,5 a 8,5, contudo os microambientes tiveram
0 pH abaixo de 6 (ANDRADE et al., 2010). Portanto, no processo de biorremediacdo de
BTX, os fungos possuiram vantagens em relacdo as bactérias quanto a adaptabilidade,
(SANTAELLA et al., 2009) por possuirem maior capacidade de crescimento em ambiente
toxico e recalcitrante por conter BTX, ainda que sob condi¢des de estresse devido ao pH ser
baixo (GRIFFIN, 1994; EGGEN; MAJCHERCZYK, 1998; OLIVEIRA et al., 2006). Os
fungos também podem ter se adaptado de acordo com a concentracéo de oxigénio do meio em
que se encontraram, pois além da respiracdo aerdbia convencional, eles podem utilizar rotas
metabolicas alternativas tais como a desnitrificagdo e amonificacdo (TAKAYA et al., 2002).

O estudo da biorremediacdo por meio de microambientes forneceram uma resposta
répida para tomada de decisdo, pois a biorremediagdo em campo, uma vez que esta pode ser
lenta, por isso a tarefa de iniciar o processo deve, na maioria das vezes, ser urgente e efetiva
(MAZZEOQO et al., 2010; CHENG et al., 2017, ZABBEY et al., 2017).

N&o houve concentragdes de benzeno, tolueno e xileno no periodo 30 dias que se
adequassem ao valor maximo permitido estabelecido pelo Ministério da Saude (2011) que
para benzeno, tolueno e xileno é de 0,005, 0,200 e 0,300 mg/L, respectivamente. Portanto,
néo foi possivel alcancar os padrdes da legislacédo brasileira. Contudo, em termos de tempo, a
biorremediacdo € uma técnica de longa duracdo para obtencdo da remocdo adequada de
contaminantes, podendo levar varios anos (ZABBEY et al, 2017). Contudo, o0s

microrganismos sao preferiveis aos métodos fisicos e quimicos, na remediacdo de BTX, por
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estes serem de custo elevado (MARIANO et al., 2007; MEGHARAJ et al., 2011; MNIF et al.,
2017; VARJANI; UPASANI, 2017). Pelo processo de biorremediacdo, o BTX foi pode ser
degradado de forma quase que permanentemente, com sucesso, com poucos ou henhum dano
ao ambiente (ZABBEY et al., 2017).

5.3.3 Ensaio 3

A Tabela 8 demonstra as quantidades em volume, massa e teor de umidade dos
elementos pertencentes ao Ensaio 3 para a verificacdo do teor de umidade e teor de carbono
em 25 e 65 dias e a concentracdo de BTX em 7 e 58 dias.

Tabela 8 — Amostras para verificar o teor de umidade e o teor de carbono em 25 e 65 dias, e a
concentragédo de benzeno, tolueno e xileno em 7 e 58 dias

. XI
Vi1 Controle
Volume solucio sintética de diesel (ml) 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 10000 100,00 10000
Volmne de sobikio de micorganimos (mL) 623 313 1536 078 039 020 010 003 000
Volume de adicio de agua dejonizada (ml) 1375 2188 2344 2422 24461 2480 2490 2495 2300

Amostras do Ensaio 3 I II Im v Vv 11 V11

Massa de bguidos total (g) 14350 14350 14350 14350 14350 14350 14330 14330 14330
Teorde umidade inicial (%) 4083 4083 4083 4083 4083 4083 40383 4083 4083
Volme de v azios (cmd) 17453 174353 17433 174,533 174,53 17433 174,33 174,33 174353
Volme de solidos (cmd) 12547 12547 12547 12547 12547 12547 125 47 12547 12547
Volme de total de liquidos (cm3) 14350 14350 14350 143 50 143 50 14350 143 30 14350 143350

Fonte: Elaboragdo do préprio autor.
Amostras do Ensaio 3

I: Amostra com 6,25 mL de solucio de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino com
um teor de umidade de 40,83%.

I1: Amostra com 3,13 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

I1: Amostra com 1,56 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

IV: Amostra com 0,78 mL de solugio de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

V: Amostra com 0,39 mL de solucdo de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

VI: Amostra com 0,20 mL de solugio de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

VII: Amostra com 0,10 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

VIII: Amostra com 0,05 mL de solugio de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

IX Controle: Amostra controle com 0 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm? de solo
arenoso fino com um teor de umidade de 40,83%.
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5.3.3.1 Comportamento do teor de umidade e do teor de carbono em 25 e 65 dias

Por meio da Figura 25 é possivel observar que houve reducao do teor de umidade com
0 passar do tempo ao se comparar os valores para 25 dias e 65 dias, além do mais, foi possivel
verificar que o teor de carbono pertencente as amostra praticamente nao apresentou variacao,
pois os valores pertencentes aos microambientes nos periodos de 25 dias e 65 dias de estudo
possuiram valores muito semelhantes.

Pelo método de Robertson (2011), assim como no Ensaio 1, foi possivel verificar que
ndo ha relacdo entre a variacdo do teor de umidade com o teor de carbono. No processo de
biodegradacdo de BTX 0s microrganismos obtém energia ou assimilam os BTX na biomassa
celular (VARJANI et al., 2017). Além disso, os BTX que sdo carbonos organicos volateis,
portanto passam por processo de volatilizagdo do meio aquoso para o ar, sendo assim houve
desconhecimento da quantidade de BTX que foi volatilizada e da que foi transformada em
compostos indcuos de carbono (CHEN et al., 2010). Portanto, ndo foi possivel conhecer
quantitativamente o valor de teor de carbono de forma precisa, nem sobre o desencadeamento
do ganho de energia por parte dos microrganismos devido a biorremediacdo de BTX nos
microambientes com a formagdo de CO2, CHs e biomassa, ou seja, em outras formas de

carbono apos o processo de biorremediacdo (ABBASIAN et al., 2015).

Figura 25 - Comportamento do teor de umidade e do teor de carbono para 25 e 65 dias
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Fonte: Elaboracdo do préprio autor.
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Amostras do Ensaio 3

I: Amostra com 6,25 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino com
um teor de umidade de 40,83%.

I1: Amostra com 3,13 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

I1: Amostra com 1,56 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

IV: Amostra com 0,78 mL de solucdo de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

V: Amostra com 0,39 mL de solucdo de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

VI: Amostra com 0,20 mL de solucio de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

VII: Amostra com 0,10 mL de solucdo de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

VIIl: Amostra com 0,05 mL de solugdo de microrganismos em 300 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 40,83%.

IX Controle: Amostra controle com 0 mL de solucio de microrganismos em 300 cm? de solo
arenoso fino com um teor de umidade de 40,83%.

A partir da Figura 25 foi possivel visualizar que diferencas de aplicacdo da solugédo de
microrganismos geraram diferencas nos teores de umidade no periodo de 25 dias e de 65 dias.
Ou seja, nos locais em que houve maior aplicacdo de microrganismos o teor de umidade
também foi maior. Com isso, foi possivel observar que o teor de carbono se manteve com
valores muito préximos de 5% uma vez que as linhas correspondentes ao teor de carbono no
periodo de 25 dias e 65 dias ficaram sobrepostas. Desta maneira, é possivel inferir que o teor
de carbono ndo foi influenciado ou ndo foi possivel de ser detectado pelo método de
Robertson (2011), assim como no Ensaio 1. Também é possivel inferir que o teor de carbono
ndo foi influenciado pelo teor de umidade nem pela quantidade inicial do langamento das

solugdes de microrganismos.

5.3.3.2 Concentragao de benzeno, tolueno e xileno em 7 e 58 dias

A concentracdo de BTX foi verificada para o periodo de 7 dias e 58 dias, conforme
pode ser visto na Figura 26 (benzeno), Figura 27 (tolueno) e Figura 28 (xileno). Os resultados
obtidos no Ensaio 2 embasaram o Ensaio 3 e otimizaram o processo de biorremediacéo para
possibilitar menores quantidades de solugdo de microrganismos por massa de solidos do solo
arenoso fino.

Nos microambientes contaminados por BTX, 0s microrganismos mais resistentes
foram os primeiros a eliminar os contaminantes (HUERTAS et al., 1998). Sendo assim, houve
predominio da atividade fangica em relacdo a atividade microbiana devido o pH dos
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microambientes ser acido, aléem de que os fungos possuem maior capacidade de adaptacdo a
baixas quantidades de oxigénio e nutrientes, bem como possuem resisténcia a compostos
toxicos e recalcitrante, como é o caso do BTX (GRIFFIN, 1994; TATE, 1995; EGGEN;
MAJCHERCZYK, 1998; TAKAYA et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2006; SANTAELLA et
al., 2009; ANDRADE et al., 2010; MEGHARAJ et al., 2011).

A partir da Figura 26 € possivel notar que a reducdo da concentracdo de benzeno foi
mais afetada pelo volume de solucdo de microrganismos aplicados inicialmente nos
microambientes do que pela atividade dos microrganismos no decorrer do tempo, pois foi
possivel constatar que os valores numéricos das concentracfes de benzeno reduziram mais de
acordo com a quantidade de solucdo de microrganismos aplicada do que no periodo de estudo
de 7 e 58 dias. Com o volume de solugdo de microrganismos aplicado de 0 a 2,5 mL em 300
cm® de solo arenoso fino, a bioaumentacdo foi mais eficiente na competitividade e
adaptabilidade entre 0os microrganismos autdctones e os da solucdo de microrganismos pois
houve decrescimento da concentracdo de benzeno de forma mais acentuada, enquanto que de
2,5 a 6,25 mL de volume de solucdo de microrganismos em 300 cm? de solo arenoso fino, o
decrescimento foi menos eficiente, pois a competitividade e adaptabilidade entre os
microrganismos foi contraproducente na biorremediacdo de benzeno (MEGHARAJ et al.,
2011).

O suprimento de nutrientes com fornecimento constante alterou a biomassa total do
degradador e com isso as taxas de degradacdo benzeno (SMITH et al., 1998). As quantidades
de micronutrientes e macronutrientes aplicadas nos microambientes geraram um desempenho
mais eficaz da bioestimulacdo quando aplicado o volume de solugdo de microrganismos de 0
a 2,5 mL em 300 cm?3, entretanto entre o volume de solucdo de microrganismos de 2,5 a 6,25
mL em 300 cm?3, houve mais competi¢cdo pelo consumo dos micronutrientes e macronutrientes
por parte dos microrganismos, decorrente disso houve diminuicdo da eficiéncia do processo
de biorremediacéo pela diminuicao ecofisiologica, desta forma a biorremediacdo de benzeno
sofreu reducdo da eficiéncia por haver diminuicdo dos recursos disponiveis aos
microrganismos (MEGHARAJ et al., 2011).

A reducéo da concentracdo de benzeno ocorreu de forma mais eficaz entre os volumes
de solucdo de microrganismos aplicados entre 5 e 6,25 mL. Porém, quando o volume de
solugdo de microrganismos aplicado na amostra foi de 1,25 mL, a concentracdo de benzeno
foi de 46,78 mg/L em 7 dias e de 41,72 mg/L em 58 dias. Ao dobrar a quantidade para 2,50
mL de solugéo de microrganismos por amostra, a concentragcéo de benzeno em 7 dias foi de

18,97 mg/L, enquanto que em 58 dias foi de 16,04 mg/L. Ao quadriplicar para 5,00 mL de
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solugéo de microrganismos, a concentracdo de benzeno em 7 dias foi de apenas 3,79 mg/L,
enquanto que em 58 dias foi de 2,33 mg/L.

A concentracdo de benzeno, em 7 e 58 dias, decresceu de forma menos intensa entre o
volume de solucdo de microrganismos aplicado foi de 2,5 a 6,25 mL, pois foi possivel
observar inflexdes em ambas as curvas para o volume de 2,5 mL. O valor de contaminagao
quimica do solo arenoso fino por benzeno em pequenas quantidades de concentracdo de
benzeno acarretou em resisténcia a métodos de degradacao biolégica (NASCIMENTO et al.,
2014).

Figura 26 — Concentracdo de benzeno a partir da aplicacdo de diferentes volumes de solucao
de microrganismos no periodo de 7 e 58 dias
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Fonte: Elaboragdo do prdprio autor.

A partir da Figura 27 € possivel notar que a redugdo da concentracdo de tolueno foi
mais afetada pelo volume de solugdo de microrganismos aplicada inicialmente nos
microambientes do que pela atividade dos microrganismos com o decorrer do tempo, pois 0s
valores numeéricos das concentracdes de tolueno reduziram mais de acordo com a quantidade
de solucdo de microrganismos aplicada que com o periodo de estudo de 7 e 58 dias. A
reducdo da concentragéo de tolueno ocorreu de forma mais eficaz entre os volumes de solucéo
de microrganismos aplicados entre 5 e 6,25 mL. Quando o volume de solucdo de
microrganismos aplicado na amostra foi de 1,25 mL, a concentragdo de tolueno foi de 70,19
mg/L em 7 dias e de 52,89 mg/L em 58 dias. Ao dobrar a quantidade para 2,50 mL de solucéo
de microrganismos por amostra, a concentracdo de tolueno em 7 dias foi de 43,94 mg/L,
enquanto que em 58 dias foi de 41,71 mg/L. Ao quadriplicar para 5,00 mL de solugdo de
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microrganismos, a concentracdo de tolueno em 7 dias foi de apenas 5,87 mg/L, enquanto que
aos 58 dias foi de 4,76 mg/L.

A partir do volume de solucdo de microrganismos de 0 a 3,75 mL em 300 cm? de solo
arenoso fino, a bioaumentacao foi eficiente, pois houve um decrescimento das concentracdes
de tolueno de forma mais acentuada decorrente da competitividade e adaptabilidade entre os
microrganismos autoctones e os da solu¢do de microrganismos, que quando foi aplicado de
3,75 a 6,25 mL em 300 cm? de solo arenoso fino (MEGHARAJ et al., 2011). Além do mais,
de acordo Smith et al. (1998), o suprimento constante de nutrientes alterou a biomassa total
do degradador de tolueno, com isso ocorreu interferéncia nas taxas de degradacgéo de tolueno.
Sendo assim, de acordo com as quantidades de micronutrientes e macronutrientes,
adicionadas aos microambientes o desempenho foi mais eficaz da bioestimulacdo para o
volume de solucdo de microrganismos de de 0 a 1,56 mL em 300 cm3 de solo arenoso fino,
porém entre o volume de solugdo de microrganismos de 1,56 a 6,25 mL em 300 cm?3 em solo
arenoso fino a competicdo pelo consumo dos micronutrientes e macronutrientes pelos
microrganismos ocasionou em diminuicdo da eficiéncia do processo de biorremediacédo
decorrente da diminuicdo ecofisiologica, e consequentemente houve diminuicdo do potencial
de biorremediacao devido a reducéo da taxa de recursos nos microambientes (MEGHARAJ et
al., 2011).

Para o volume de 3,75 mL, foi possivel notar inflexes em ambas as curvas da
concentracdo de tolueno, em 7 e 58 dias. A concentracdo de tolueno decresceu de forma
menos intensa entre o volume de aplicacdo de solugdo de microrganismos de 3,75 a 6,25 mL.
O valor de contaminacdo quimica do solo arenoso fino por tolueno em pequenas quantidades
de concentracdo de tolueno acarretou em resisténcia a métodos de degradacdo bioldgica
(NASCIMENTO et al., 2014).

A amostra controle, dada pelo volume de solugdo de microrganismos igual a 0 mL,
teve a reducdo mais brusca indicando que o tolueno pode ter sido removido de forma intensa
pelos microrganismos autoctones, sendo que estes degradantes de tolueno desempenharam um

papel importante no processo de biorremediagdo (ATLAS, 1981).
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Figura 27 — Concentracédo de tolueno a partir da aplicacdo de diferentes volumes de solugéo
de microrganismos no periodo de 7 e 58 dias
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Fonte: Elaboracgdo do prdprio autor.

A partir da Figura 28 ¢é possivel notar que a remocdo de xileno foi mais afetada pelo
volume de solucdo de microrganismos aplicada inicialmente nos microambientes do que pela
atividade dos microrganismos com o decorrer do tempo, pois 0s valores numéricos das
concentracdes de xileno reduziram mais de acordo com a quantidade de solucdo de
microrganismos aplicada do que com o periodo estudado de 7 e 58 dias. Quando o volume de
solugé@o de microrganismos aplicado na amostra foi de 1,25 mL, a concentracdo de xileno foi
de 53,30 mg/L em 7 dias e foi de 45,18 mg/L em 58 dias. Ao dobrar a quantidade para 2,50
mL de solucdo de microrganismos por amostra, a concentracdo de xileno em 7 dias foi de
29,99 mg/L, enquanto que em 58 dias foi de 24,04 mg/L. Ao quadriplicar para 5,00 mL de
solugdo de microrganismos, a concentracdo de xileno em 7 dias foi de apenas 3,08 mg/L,
enquanto que aos 58 dias foi de 1,72 mg/L. Todavia, a remocéo ocorreu de forma mais eficaz
entre os volumes de solucdo de microrganismos aplicados entre 5 e 6,25 mL.

A bioaumentacdo aconteceu de maneira mais eficiente na competitividade e
adaptabilidade entre os microrganismos autoctones e os da solugdo de microrganismos com a
aplicacdo do volume de solugdo de microrganismos de 0 a 3,75 mL em 300 cm? de solo
arenoso fino (MEGHARAJ et al.,, 2011). Além disso, de acordo Smith et al. (1998) o
suprimento de nutrientes com fornecimento constante alterou a biomassa total do degradador
de xileno, e com isso as taxas de degradacdo de xileno foram alteradas. Desta maneira, de

acordo com as quantidades de micronutrientes e macronutrientes depositadas nos
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microambientes, o desempenho da bioestimulacdo ocorreu de forma mais eficaz quando
aplicado o volume de solugdo de microrganismos de de 0 a 3,75 mL em 300 cm3de solo
arenoso fino, contudo entre o volume de solugdo de microrganismos de 3,75 a 6,25 mL em
300 cm? de solo arenoso fino, decorrente da competicdo pelo consumo dos micronutrientes e
macronutrientes por parte dos microrganismos, houve a diminuicdo da eficiéncia do processo
de biorremediagdo de xileno, ou seja, ecofisiologica diminuiu e interferiu na biorremediacéao
de xileno devido a reducéo da taxa de recursos (MEGHARAJ et al., 2011).

A concentracdo de tolueno decresceu de forma menos intensa entre o volume de
aplicacdo de solucdo de microrganismos de 3,75 a 6,25 mL, sendo que foi possivel observar
inflexdes em ambas as curvas para o volume de 3,75 mL. Em pequenas quantidades de
concentracdo de tolueno houve resisténcia a métodos de degradacdo bioldgica do tolueno
presente no solo arenoso fino (NASCIMENTO et al., 2014).

Figura 28 — Remocéao de xileno a partir da aplicacdo de diferentes volumes de solucao de

microrganismos no periodo de 7 e 58 dias
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Fonte: Elaboragdo do préprio autor.

A biorremediacdo é uma técnica de longa duragdo, portanto a remogdo adequada de
contaminantes pode levar varios anos (ZABBEY et al., 2017). As concentracfes de benzeno,
tolueno e xileno nos periodos de 7 e 58 ndo se enquadraram no valor maximo permitido
estabelecido pelo Ministério da Saude (2011) sendo que 0s respectivos valores para benzeno,
tolueno e xileno é de 0,005, 0,200 e 0,300 mg/L, portanto ndo foi possivel alcancar os padrdes

da legislacéo brasileira no tempo estudado.



90

5.3.4 Ensaio 4

O Ensaio 4 teve a finalidade de verificar a remocdo de BTX ao comparar
microambiente esterilizado com um ndo esterilizado, tendo por base os valores obtidos no
Ensaio 2, exposto na Figura 24, cuja inflexdo das curvas referentes a concentracdo de BTX
em funcdo da aplicacdo do volume de solugdo de microrganismos ocorreu em um valor
proximo a 1,5 mL do volume de solugdo de microrganismos inicial.

A massa total de liquidos do Ensaio 4 possuiu um teor de umidade de 40,83% e foi
formada por uma massa total de liquidos de 143,50 g. O volume de vazios do Ensaio 4 foi de
174,53 cm?®, o volumes de solidos foi de 125,47 g, o volume total de liquidos foi de 143,50
cm?®, enquanto que o volume foi de vazios de 174,53 cm® e o volume total de sdlidos teve o
valor de 125,47 cm®,

A Figura 29 demonstra a variacdo da concentracdo de BTX no microambiente
esterilizado e do ndo esterilizado no periodo de 30 dias. A redugdo da concentracdo de BTX,
em 7 e 58 dias de experimento, foi mais eficiente no microambiente esterilizado do que no
microambiente ndo esterilizado, indicando que a competicdo entre 0S microrganismos
autoctones e os presentes na solucdo de microrganismos adicionada ndo foi benéfica para o
processo de biorremediacio (MROZIK; PIOTROWSKA- SEGET, 2010). E possivel inferir
que a presenca da solucdo de microrganismos proporcionaria resultados mais satisfatérios na
auséncia ou na baixa quantidade de microrganismos autdctones, pois houve uma grande
diferenca de valores, sendo a concentracdo de benzeno, tolueno e xileno menores em todos 0s

casos inferiores no microambiente esterilizado.
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Figura 29 — Comparacéo entre o microambiente esterilizado e 0 ndo esterilizado para as
concentragdes de benzeno, tolueno e xileno em 7 e 58 dias para 1,5 mL de volume de solugédo
de microrganismos
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Fonte: Elaboragdo do préprio autor.

5.3.5 Ensaio 5

A Tabela 9 demonstra as quantidades dos elementos pertencentes aos microambientes
do Ensaio 5 em quantidades em volume, massa e teor de umidade para verificagdo do pH, teor
de umidade e teor de carbono em 7, 38 e 59 dias e da concentracdo de benzeno, tolueno e
xileno em 14, 32 e 42 dias.

Tabela 9 — Amostras para verificacdo do pH, teor de umidade e teor de carbono em 7, 38 e 59
dias e da concentracdo de benzeno, tolueno e xileno em 14, 32 e 42 dias

Amostras do Ensaio 5 I II III IV Vv VI Conirole
Volume solugio sintética de diesel {(mL) 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 30,00
Volume de solucio de microrganimos (mL) 20,00 13,00 10,00 3.00 2.00 0.00
Volume de adigio de digua deionizada (mL) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Massa de liguidos total(g) 7925 7425 6925 6425 6125 38235
Teor de umidade inicial {20) 4500 4225 3940 36,36 3485 33,71
Volume de vazios (cm3) 87.26 8726 87.26 87.26 87,26 8726
Volume de solidos (cm3) 62.74 62.74 62.74 62.74 62.74 62.74
Volime de totalde liguidos {cm3) 71925 7425 6025 6423 6125 3923

Amostras do Ensaio 5

Fonte: Elaboracéo do prdprio autor.

I: Amostra com 20,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 45,09%.
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I1: Amostra com 15,00 mL de solugio de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 42,25%

I11: Amostra com 10,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 39,40%.

IV: Amostra com 5,00 mL de solugio de microrganismos em 150 cm® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 36,56%.

V: Amostra com 2,00 mL de solucdo de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 34,85%.

VI Controle: Amostra controle com 0,00 mL de solucio de microrganismos em 150 cm?® de
solo arenoso fino com um teor de umidade de 33,71%.

5.3.5.1 pH em 7, 38 e 59 dias
A variacdo de pH de microambientes esterilizados e ndo esterilizados por meio de
amostras coletadas em 7, 38 e 59 dias conforme pode ser visualizado na Tabela 10.

Tabela 10 — pH em 7, 38 e 59 dias para amostras esterilizadas e ndo esterilizadas
Esterilizadas Nao Esterilizadas
7dias 38dias 59dias 7dias 38dias 59 dias
I 4,88 5,18 5,31 4,96 511 5,14
I 4,92 5,22 5,17 4,91 521 521
i 4,9 5,27 5,21 4,81 5,06 5,07
AV} 4,97 51 5,21 4,81 5,27 5,28
\V 5,01 5,12 5,13 5,05 5,27 5,37

Vi 509 522 533 504 526 542
Controle

Amostra

Fonte: Elaboragdo do préprio autor.
Amostras do Ensaio 5

I: Amostra com 20,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 45,09%.

I1: Amostra com 15,00 mL de solugio de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 42,25%.

I11: Amostra com 10,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 39,40%.

IV: Amostra com 5,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 36,56%.

V: Amostra com 2,00 mL de solucdo de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 34,85%.

VI Controle: Amostra controle com 0,00 mL de soluco de microrganismos em 150 cm? de
solo arenoso fino com um teor de umidade de 33,71%.

Por meio da Tabela 9 foi possivel notar que o pH se elevou de maneira geral com o
passar do tempo em cada microambiente. As amostras que receberam maiores quantidades de

solucdo de microrganismos apresentaram um pH mais acido, assim como nos Ensaios 1 e 2
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devido o pH da solucdo de microrganismos possuia um pH acido de 3,83. Sendo que o solo
arenoso fino com pH de 4,15 favoreceu a acidez nos microambientes.

O aumento de pH em um processo de biorremediacdo pode ocorrer devido ao
aumento da atividade de respiracdo dos microrganismos decorrente de maior atividade celular
para eliminar CO2 e com isso o pH fica mais elevado (RON; ROSENBERG, 2014).

5.3.5.2 Teor de umidade em 17, 38 e 57 dias

A variacdo de teor de umidade nos microambientes esterilizados e ndo esterilizados
por meio de amostras coletadas referente aos periodo de 7, 38 e 57 dias pode ser visualizado
na Figura 30.

Figura 30 - A variagéo do teor de umidade das amostras esterilizadas e néo esterilizadas no
periodo de 7, 38 e 57 dias
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Fonte: Elaboracgdo do préprio autor.

Amostras do Ensaio 5

I: Amostra com 20,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 45,09%.

I1: Amostra com 15,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 42,25%.

I11: Amostra com 10,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 39,40%.

IV: Amostra com 5,00 mL de solugio de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 36,56%.

V: Amostra com 2,00 mL de solucdo de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 34,85%.

VI Controle: Amostra controle com 0,00 mL de soluco de microrganismos em 150 cm? de
solo arenoso fino com um teor de umidade de 33,71%.
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Por meio da Figura 30 ¢é possivel perceber que o teor de umidade diminuiu com o
passar do tempo devido a evaporacdo da massa liquida. As amostras que receberam menores
quantidades de solucdo de microrganismos obtiveram teores de umidade menor com o passar
do tempo.

O teor de umidade entre as amostras esterilizadas e ndo esterilizadas foi praticamente
equivalente, portanto ndo houve diferencas significativas em seus valores. Portanto houve
condicdes semelhantes de comportamento entre as amostras esterilizadas e amostras nao
esterilizadas de adsorcdo, volatilizacdo, diluicdo e conveccdo na atenuacdo do BTX, além da
biodegradagéo (ZHOU et al., 2017).

5.3.5.3 Teor de carbono em 17, 38 e 57 dias
A variacdo de teor de carbono nos microambientes esterilizados e ndo esterilizados por
meio de amostras coletadas em 17, 38 e 57 dias pode ser visualizado na Tabela 11.

Tabela 11 - A variacdo do teor de carbono em 17, 38 e 57 dias

Amostra 17 dias 3§ dias 57 dias
’ E sterilizadas Nio Esterilizadas Esterilizadas Nio Esterilimdas Esterilizadas Nio Esteriizmdas
I 5,04 498 478 477 41 493
I 5,12 495 4389 197 463 487
111 468 493 4,76 498 4,80 4584
v 493 496 4,89 4,78 4,86 472
v 452 521 457 4,77 483 4,67
VI Centrole 478 480 5 16 460 435 494

Fonte: Elaboragdo do préprio autor.
Amostras do Ensaio 5

I: Amostra com 20,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 45,09%.

I1: Amostra com 15,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 42,25%.

[11: Amostra com 10,00 mL de solucdo de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 39,40%.

IV: Amostra com 5,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 36,56%.

V: Amostra com 2,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 34,85%.

VI Controle: Amostra controle com 0,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm? de
solo arenoso fino com um teor de umidade de 33,71%.

Da Figura 25 foi possivel observar que o teor de carbono se manteve com valores
préximos de 5% assim, como no Ensaio 3, ainda que os teores de umidade e o volume de

solugdo de microrganismos possuissem valores diferentes. Nao foi perceptivel verificar
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alteragcdo no teor de carbono de acordo com a variagdo do teor de umidade. O método de
andlise de teor de carbono utilizado néo foi eficiente na obtencdo dos resultados. Com isso, é
possivel inferir que o teor de carbono néo foi suficientemente influenciado ou ndo foi possivel
ser detectado pelo método de Robertson (2011), assim como nos Ensaios 1 e 3.

Pelo método de Robertson (2011), assim como no Ensaio 1, ndo foi possivel verificar
relagdo entre a variacdo do teor de umidade com o teor de carbono. Isto porque, a
volatilizacdo de BTX do meio aquoso para o ar e transformada em compostos indcuos de
carbono possuiram valores desconhecidos (CHEN et al., 2010). Sendo assim, nédo foi possivel
conhecer quantitativamente o valor de teor de carbono, bem como a sua variagdo de forma
precisa em que o BTX foi transformado em CO2, CH4 e biomassa, ou seja, em outras formas
de carbono apos o processo de biorremediacdo (ABBASIAN et al., 2015).

5.3.5.4 Concentragéo de benzeno, tolueno e xileno em 14, 32 e 42 dias

De acordo com os resultados apresentados, quanto a reducdo da concentracdo de BTX
em 14, 32 e 42 dias, em comparacdo com 0S membros autdctones, os empenhos da
bioaumentacdo foram favoraveis quanto ao processo de biorremediacdo, sendo que de acordo
com Megharaj et al. (2011) a bioaumentacdo pode muitas vezes falhar decorrente da menor
eficiéncia, competitividade e adaptabilidade. Neste caso, a reducdo da concentracdo de BTX
ocorreu de forma eficientes e econémica (LOURENGCO, 2006; VARJANI et al., 2017).

Os microrganismos degradadores de hidrocarbonetos estdo presentes em muitos
ambientes, ainda que o ambiente ndo possua nenhuma contaminacdo Varjani et al. (2015).
Através da técnica de bioaumentacdo, 0s microrganismos pertencentes a solucdo de
microrganismos, transferidos para o microambiente contaminado com BTX aceleraram o
processo de biorremediacdo de BTX, pois os resultados das amostras que ndo eram controle
(amostras I, I, I, IV e V) foram superiores aos das amostra controle (amostra VI)
(MEGHARAI et al., 2011).

Os microrganismos mais resistentes foram os primeiros a eliminar o BTX, a partir da
sua resposta fisioldgica, de acordo com as condic¢fes nutricionais e tolerdncia a toxidade do
BTX (HUERTAS et al., 1998; MEGHARAJ et al., 2011). A atividade microbiana na
biorremediacdo tambem foi afetada pelo baixo pH, a uma temperatura de 28°C + 2°C, o0s
fungos possuiram vantagens em relacdo as bactérias quanto a adaptabilidade nos
microambientes sujeitos a toxidade e recalcitrancia do BTX, além de ter se adaptado a
concentracdo de oxigénio com a possibilidade do uso rotas metabolicas alternativas como a
denitrificacdo e a amonificacdo (GRIFFIN, 1994; TATE, 1995; EGGEN; MAJCHERCZYK,



96

1998; TAKAYA et al.,, 2002; OLIVEIRA et al., 2006; SANTAELLA et al., 2009;
ANDRADE et al., 2010).

A concentracdo de benzeno em 14, 32 e 42 dias nas amostras, referentes aos
microambientes esterilizados e ndo esterilizados, pode ser visualizada na Figura 31. Foi
possivel verificar que houve diminuicdo da concentracdo de benzeno em todos os periodos
estudados, porém para as amostras controle (VI controle) ndo esterilizadas a reducdo da
concentracdo de benzeno apresentou baixa eficiéncia. Atualmente a porcentagem de biodiesel
no diesel brasileiro é em torno de 9% (BRASIL, 2016), a baixa reducdo da concentracdo de
benzeno pelos microrganismos autoctones provavelmente ocorreu devido a influéncia do
biodiesel, pois de acordo com Schambeck et al. (2015) pode ter ocorrido biodegradacéo
preferencial do biodiesel.

A reducdo da concentracdo de benzeno foi menos eficiente em amostras esterilizadas
em comparagdo com as amostras ndo esterilizadas, com excecdo das amostras controle. Com
iSs0, a unido entre 0s microrganismos autoctones e entre 0s microrganismos pertencentes a
solucdo de microrganismos foi benéfica para o processo de biorremediacdo, com excecdo das
amostras IV e V em que foi aplicado o volume de 5 mL e 2 mL de solucdo de
microrganismos, respectivamente. Portanto, foi possivel observar que para menores
quantidades de solucdo de microrganismos aplicadas, houve uma tendéncia de desempenho
melhor para amostras ndo esterilizadas. Desta forma, a competicdo de microrganismos
autoctones com os da solucdo de microrganismos foi prejudicial ao processo de
biorremediacdo (MROZIK; PIOTROWSKA- SEGET, 2010).

Assim como nos Ensaios 1, 2 e 3, foi possivel observar que as amostras que
receberam maiores de volumes de solu¢do de microrganismos obtiveram maior eficiéncia na
reducdo de concentracGes de benzeno. Pela Figura 31, também foi possivel observar que
houve uma disparidade entre os valores numéricos das concentragbes de benzeno das
amostras controle para com as demais amostras em cada microambiente nos periodos de
coleta das amostras realizados, sendo assim, o0 uso da bioaumentacéo acelerou a biodegadacao
de benzeno (FERNANDEZ et al., 2016; ZABBEY et al., 2017).
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Figura 31 — Concentracdo de benzeno em 14, 32 e 42 dias para amostras esterilizadas e
amostras néo esterilizadas
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Fonte: Elaboragdo do prdprio autor.

Amostras do Ensaio 5

I: Amostra com 20,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 45,09%

I1: Amostra com 15,00 mL de solugio de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 42,25%

I11: Amostra com 10,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 39,40%

IV: Amostra com 5,00 mL de solucio de microrganismos em 150 cm® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 36,56%

V: Amostra com 2,00 mL de solucdo de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 34,85%

VI Controle: Amostra controle com 0,00 mL de soluco de microrganismos em 150 cm® de
solo arenoso fino com um teor de umidade de 33,71%

Portanto, ndo houve concentracdes de benzeno no periodo de 14, 32 e 42 dias, tanto
para as amostras esterilizadas quanto para as ndo esterilizadas, que se adequassem ao valor
maximo permitido estabelecido pelo Ministério da Saude (2011) em que para benzeno o valor
é de 0,005 mg/L, sendo assim, ndo foi possivel alcancar o padrdo exigido pela legislacdo
brasileira. Contudo, a reducdo da concentracdo de benzeno através do processo de
biorremediacdo proporcionou melhorias da funcionalidade do solo arenoso fino deixando-o
mais proximo ao que existia antes da contaminacgdo (ZABBEY et al., 2017).

A concentracdo de tolueno em 14, 32 e 42 dias nas amostras pertencentes aos

microambientes esterilizados e n&o esterilizados pode ser visualizada na Figura 32. E possivel
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verificar que houve diminuicdo da concentragdo de tolueno em todos os periodos estudados,
porém para as amostras controle (VI controle) ndo esterilizadas ocorreu de forma mais lenta.
Isto pode ter acontecido decorrente da influéncia do biodiesel, pois de acordo com Schambeck
et al. (2015) pode ter ocorrido biodegradacdo preferencial do biodiesel por parte dos
microrganismos autoctones ao invés do tolueno, uma vez que atualmente a porcentagem de
biodiesel no diesel brasileiro € em torno de 9% (BRASIL, 2016).

A reducdo da concentracdo de tolueno foi menos eficiente para amostras esterilizadas
no periodo de 14, 32 e 42 dias que para as amostras ndo esterilizadas indicando que a unido
entre 0s microrganismos autéctones e os da solucdo de microrganismos foi benéfica para o
processo de biorremediagcdo, com excecdo das amostras I, IV e V em que foi aplicado o
volume de 10 mL, 5 mL e 2 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm?, respectivamente.
Com isso, foi possivel notar que, para quantidades menores de solucdo de microrganismos
aplicadas, houve uma tendéncia de desempenho melhor para as amostras ndo esterilizadas
pois a competicdo de microrganismos autdctones com os da solucdo de microrganismos foi
benéfica ao processo de biorremediacdo (MROZIK; PIOTROWSKA- SEGET, 2010).

Para as amostras controle (VI Controle) a reducdo da concentracdo de xileno foi
menos eficiente para amostras esterilizadas do que para as amostras ndo esterilizadas nos
periodos de 14, 32 e 42 dias. Assim como nos Ensaios 1, 2 e 3, foi possivel observar que as
amostras que receberam maiores quantidades de volume de solugdo de microrganismos
obtiveram maior eficiéncia na reducdo de concentracdo de tolueno. Além disso, houve uma
disparidade bastante grande entre os valores numéricos das concentracfes de tolueno das
amostras controle para com as demais amostras em cada microambiente nos periodos de
coleta das amostras, sendo assim, 0 uso da bioaumentacédo acelerou a biodegadacéo de tolueno
(FERNANDEZ et al., 2016; ZABBEY et al., 2017).
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Figura 32 — Concentracdo de tolueno em 14, 32 e 42 dias para amostras esterilizadas e
amostras néo esterilizadas
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Fonte: Elaborag&o do préprio autor.
Amostras do Ensaio 5

I: Amostra com 20,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 45,09%

I1: Amostra com 15,00 mL de solugio de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 42,25%

I1: Amostra com 10,00 mL de solugio de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 39,40%

IV: Amostra com 5,00 mL de solucio de microrganismos em 150 cm® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 36,56%

V: Amostra com 2,00 mL de solucdo de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 34,85%

VI Controle: Amostra controle com 0,00 mL de solucio de microrganismos em 150 cm® de
solo arenoso fino com um teor de umidade de 33,71%

Praticamente ndo houve concentracBes de tolueno, no periodo de 14, 32 e 42 dias,
tanto para as amostras esterilizadas quanto para as néo esterilizadas, que se adequassem ao
valor maximo permitido estabelecido pelo Ministério da Satde (2011) cujo valor € de 0,200
mg/L, portanto ndo foi possivel alcancar os padrdes da legislacdo brasileira com excecdo dos
resultados referentes a Amostra I, porém foi aplicada uma quantidade excessiva de solugdo de
microrganismos sendo o valor de 25 mL em 150 cm3 de solo arenoso fino. Contudo, 0
processo de biorremediacdo de tolueno favoreceu ao retorno da funcionalidade do solo
arenoso fino deixando-o mais proximo ao que existia antes da contaminacao (ZABBEY et al.,
2017).
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Conforme pode ser visto na Figura 33, praticamente ndo houve concentracdes de
xileno no periodo de 14, 32 e 42 dias, tanto para as amostras esterilizadas quanto para as ndo
esterilizadas, que se adequassem ao valor maximo permitido estabelecido pelo Ministério da
Salde (2011) em que para o xileno é de 0,300 mg/L, portanto nao foi possivel alcancar os
padrdes da legislacdo brasileira, com excecdo da Amostra | (tanto em amostras esterilizadas
como em amostras ndo esterilizadas) em 32 dias e da Amostra Il (esterilizada) em 42 dias.
Contudo, o volume de solucdo de microrganismos aplicado na Amostra | foi de 20,00 mL e na
Amostra Il foi de 15,00 mL em 150 cm? de solo arenoso fino, valores que podem ser
considerados excessivos para aplicacdo pratica. Porém, a reducdo da concentracdo de xileno,
através do processo de biorremediacdo, provocou melhorias da funcionalidade do solo
arenoso fino deixando-o mais proximo ao que existia antes da contaminacao (ZABBEY et al.,
2017).

A concentracdo de xileno nas amostras controle (VI controle) ndo esterilizadas
diminuiu com baixa eficiéncia. Provavelmente isto foi ocasionado pela presenca da
porcentagem de biodiesel no diesel brasileiro que é em torno de 9% (BRASIL, 2016), com
isso, a biorremediacédo pelos microrganismos autoctones foi prejudicada por ter ocorrido pode
ter ocorrido biodegradacéo preferencial do biodiesel (SCHAMBECK et al., 2015).

Em todos os casos, praticamente houve maior reducdo das concentracfes de xileno nas
amostras ndo esterilizadas do que nas amostras esterilizadas indicando que a unido entre os
microrganismos autdctones e os da solucdo de microrganismos foi benéfica para o processo
de biorremediacdo, com excecdo das amostras IV e V em que foi aplicado 5 mL e 2 mL de
solucdo de microrganismos, respectivamente. Portanto, é possivel observar que para menores
quantidades de solucdo de microrganismos aplicadas, houve tendéncias de desempenho
melhor para amostras ndo esterilizadas devido a competicdo de microrganismos autdctones
com os da solucdo de microrganismos ser benéfica para o processo de biorremediacéo
(MROZIK; PIOTROWSKA- SEGET, 2010).

De forma similar aos Ensaios 1, 2 e 3, foi possivel observar que as amostras que
receberam maiores quantidades de volume de solugdo de microrganismos obtiveram maior
eficiéncia de remocéo de xileno. Além disso, houve uma disparidade bastante grande entre as
os valores numéricos da concentracdo de xileno das amostras controle para com as demais
amostras em cada microambiente nos periodos de coleta das amostras, desta forma o uso da
bioaumentacio acelerou a biodegadagdo de tolueno (FERNANDEZ et al., 2016; ZABBEY et
al., 2017).
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Figura 33 — Concentracdo de xileno em 14, 32 e 42 dias para amostras esterilizadas e
amostras néo esterilizadas
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Fonte: Elaborag&o do préprio autor.

Amostras do Ensaio 5

I: Amostra com 20,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 45,09%.

I1: Amostra com 15,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 42,25%.

I1: Amostra com 10,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 39,40%.

IV: Amostra com 5,00 mL de solugio de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 36,56%.

V: Amostra com 2,00 mL de solucdo de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 34,85%.

VI Controle: Amostra controle com 0,00 mL de soluco de microrganismos em 150 cm? de
solo arenoso fino com um teor de umidade de 33,71%.

O lancamento de massas liquidas maiores oriundas de aplicacGes de maiores volumes
de solucdo de microrganismos gerou teores de umidade maiores. Isto pode ter impactado de
forma significativa o processo de biorremediacdo de BTX porque o teor de umidade aumenta
a bioacessibilidade por favorecer o transporte de poluentes para serem degradados pelos
microrganismos (GUERIN, 2000; MICHELS et al., 2000).
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5.3.6 Ensaio 6

A Tabela 12 demonstra as quantidades em volume, massa e teor de umidade dos
elementos para verificar a diferenca entre da concentracdo de benzeno, tolueno e xileno para
amostras contendo acido estearico e amostras ndo contendo acido estearico pertencentes ao
Ensaio 6.

Tabela 12 — Amostras para verificar a diferenca entre da concentracdo de benzeno, tolueno e
xileno para amostras contendo acido estedrico e amostras ndo contendo acido estearico

Amostras do Ensaio 6 1 Controle 2 3 4 5

Volume solugdo sintética de BTX puro (mL) 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00
Volume de solucdo de microrganimos (mL) 0,00 2,00 5,00 10,00 25,00
Volume de adi¢do de agua deionizada (mL) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Massa de liquidos total (g) 59,25 61,25 64,25 69,25 84,25
Teor de umidade inicial do microcosmo (%) 33,71 34,85 36,56 39,40 47,94
Volume de vazios (cm3) 87,26 87,26 87,26 87,26 87,26
Volume de solidos (cm3) 62,74 62,74 62,74 62,74 62,74
Volume de total de liquidos (cm3) 59,25 61,25 64,25 69,25 84,25

Fonte: Elaboracgdo do préprio autor.

Amostras do Ensaio 6

1 Controle: Amostra controle com 0,00 mL de solu¢do de microrganismos em 150 cm? de
solo arenoso fino com um teor de umidade de 33,71%.

2: Amostra com 2,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 34,85%.

3: Amostra com 5,00 mL de solucdo de microrganismos em 150 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 36,56%.

4: Amostra com 10,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 39,40%.

5: Amostra com 25,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 47,94%.

5.3.6.1 Solubilidade de benzeno, tolueno e xileno

Os elementos pertencentes ao BTX possuem carater oleoso e sao menos densos do que
a agua, com isso é necessario o uso de surfactante para promover solubiliza¢do, diminuir a
viscosidade e hidrofobicidade (LAHA et al., 2009). O Ensaio 6 verificou a eficacia do uso de
acido estearico como surfactante, e foi possivel obter valores de concentragdes ligeiramente
superiores de BTX ao utilizar &cido estearico como surfactante sendo que as concentracées de
benzeno, tolueno e xileno foram de 45,40, 57,91 e 54,13 mg/L, respectivamente, com 0 uso de
acido estearico e foram de 30,94, 45,11 e 44,70 mg/L sem o0 uso do acido estearico. Com isso,
0s microambientes contendo acido esteadrico (AE) receberam neste estudo maiores teores de

BTX iniciais que as amostras sem acido estearico (SAE).
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Ao se comparar as concentracbes de BTX (0 mL de volume de solucdo de
microrganismos) nas Figuras 26, 27 e 28, que representam o Ensaio 3 em que se utilizou
solucdo sintética de diesel, é possivel observar a solubilidade da solucdo sintética de diesel
apresentou valores superiores mesmo apos 7 dias de experimento.

De acordo com Tiburtius et al. (2004), a concentracdo do B:T:X pode chegar a 1760,
532 e 163-185 mg/L, portanto estes valores de limite maximo de dissolu¢do do BTX sé&o
bastante superiores aos encontrados nestes experimentos. Com isso, 0 uso do acido estearico

ndo se apresentou eficaz como surfactante.

53.6.2pHem0,5,9, 16 e 24 dias

Ao observar a Figura 34 é possivel notar que o pH tendeu a crescer com o decorrer do
tempo de forma semelhante aos Ensaios 1, 2 e 5. O solo arenoso fino com o pH de 4,15
colaborou para que o pH dos microambientes fosse &cido, inclusive os microambientes das
amostras controle. Nas amostras que continham &cido estearico (AE) e nas amostras que nao
continham &cido estearico (SAE), de forma geral, o pH foi maior nos microambientes que
receberam menores quantidades de solucdo de microrganismos devido sua acidez inicial (pH
de 3,83). De maneira geral, os microambientes das amostras que continham acido esteérico
(AE) possuiram valores de pH mais baixos que os dos microambientes que ndo continham
4cido estearico (SAE). E possivel visualizar que houve uma tendéncia de que os valores de
pH dos microambientes ndo esterilizados fossem superiores na maioria das amostras.
Provavelmente a atividade de respiracdo dos microrganismos ao eliminar CO> favoreceu a
elevacdo do pH (RON; ROSENBERG, 2014).

Figura 34 — pH das amostras dos microambientes com &cido esteérico e sem acido estearico
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Amostras do Ensaio 6

AE: Amostras com acido estearico SAE: Amostras sem acido estearico
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1 Controle: Amostra controle com 0,00 mL de solu¢io de microrganismos em 150 cm? de
solo arenoso fino com um teor de umidade de 33,71%.

2: Amostra com 2,00 mL de solugio de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 34,85%.

3: Amostra com 5,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 36,56%.

4: Amostra com 10,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 39,40%.

5: Amostra com 25,00 mL de solugio de microrganismos em 150 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 47,94%.

5.3.6.3 Concentracao de benzeno, tolueno e xileno em 5, 9, 16 e 24 dias

Nos microambientes contaminados por BTX, com &cido estearico ou sem 4cido
estedrico como surfactante, os microrganismos mais resistentes foram os primeiros a eliminar
0s contaminantes, sendo assim os fungos possuiram maior capacidade de adaptacdo as
quantidade de oxigénio e nutrientes, além de possuir resisténcia a compostos tdxicos e
recalcitrante, como € o caso do BTX em meio a pH baixo dos microambientes (GRIFFIN,
1994; TATE, 1995; EGGEN; MAJCHERCZYK, 1998; HUERTAS et al., 1998; TAKAYA et
al., 2002; OLIVEIRA et al., 2006; SANTAELLA et al., 2009; ANDRADE et al., 2010;
MEGHARAJ et al., 2011).

Pela Figura 35 é possivel observar que a presenca de surfactante presente nas amostras
gue continham &cido estearico (AE) foi prejudicial ao processo de biorremediacdo do benzeno
em comparacdo as amostras sem acido estedrico (SAE), exceto nas amostras controle. A
toxicidade foi causada pela interacdo do &cido estearico com as moléculas de proteina
essenciais para a funcdo celular da biota pertencente aos microambientes (VOLKERING et
al., 1998). Portanto, a toxicidade do acido estedrico como surfactante na biota do solo arenoso
fino contaminado por BT X reduziu a capacidade de biodegradacdo de benzeno por perturbar o
equilibrio das funcdes ecologicas nos microambientes (ROSAL et al., 2010).

Ainda que o surfactante tenha solubilizado mais benzeno ao reduzir tensdes
interfaciais entre o 6leo e a &gua, diminuindo a viscosidade e proporcionando maior
bioacessibilidade aos microrganismos presentes nos microambientes devido incremento da
mobilidade do benzeno, a toxidade do acido estedrico foi prejudicial ao processo de
biorremediagéo de benzeno (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011).

De acordo com a Figura 35, a redugéo da concentracdo de benzeno cresceu com o
decorrer do tempo para todas as amostras que ndo continham &cido estearico (SAE) e para
todas as que continham &cido estearico (AE). Além disso, a persisténcia das concentracfes de

benzeno nas amostras que continham &cido estearico (AE) foram maiores que as amostras que
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ndo continham 4&cido estearico (SAE). Apesar do periodo estudado ter sido relativamente
curto, houve uma grande reducdo de benzeno, inclusive nas amostras controle, porém de
maneira menos intensa. Portanto, o processo de biorremediacdo de benzeno ocorreu por
intermédio dos microrganismos pela producdo de biossurfactantes com desenvolvimento da
interface entre fase solida e o contaminante, desta forma a degradacdo de benzeno pode ter
ocorrido presumivelmente por meio da dessor¢cdo (TANG et al.,1998; KAVITHA et al.,
2014). A auséncia do &cido estearico nos microambientes indicou que os biossurfactantes
produzidos pelos microrganismos possuiram baixa toxicidade e biodegradabilidade favoravel
ao microambiente, sendo que apenas a presenca dos microrganismos autoctones e os da
solucdo de microrganismos favoreceram a biodegradacdo de benzeno sem o uso de acido
estedrico como surfactante (MNIF et al., 2017).

Figura 35 — Concentragdo de benzeno para amostras sem acido esteérico e com &cido
estedrico para o periodo de 5, 9, 16 e 24 dias
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Fonte: Elaboracdo do préprio autor.

Amostras do Ensaio 6
AE: Amostras com acido estearico SAE: Amostras sem acido estearico

1 Controle: Amostra controle com 0,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm? de
solo arenoso fino com um teor de umidade de 33,71%

2: Amostra com 2,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 34,85%

3: Amostra com 5,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 36,56%
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4: Amostra com 10,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 39,40%
5: Amostra com 25,00 mL de solugio de microrganismos em 150 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 47,94%

A partir da Figura 36 é possivel notar que a presenca de surfactante nas amostras que
continham acido estearico (AE) foi prejudicial ao processo de biorremediacdo do tolueno,
com relacdo as amostras sem &cido estearico (SAE), exceto nas amostras controle, ainda que o
surfactante tenha solubilizado mais tolueno ao reduzir tensdes interfaciais entre o 6leo e a
agua e com isso reduzir a viscosidade proporcionando maior bioacessibilidade do tolueno aos
microrganismos presentes nos microambientes devido ao incremento de mobilidade do
tolueno (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011). A toxicidade do acido foi causada pela
interacdo entre o &cido estearico e as moléculas de proteina essenciais para a funcédo celular
dos microrganismos (VOLKERING et al., 1998). Sendo assim, a capacidade de
biodegradacdo de tolueno foi reduzida devido a toxicidade do acido estearico sobre a biota do
solo arenoso fino contaminado por tolueno, pois houve perturbacdo do equilibrio das funcGes
ecoldgicas nos microambientes (ROSAL et al., 2010).

Ao observar a Figura 36 € possivel constatar que a reducdo da concentracdo de tolueno
cresceu com o decorrer do tempo, para todas as amostras que ndo continham &cido estearico
(SAE) guanto para todas as amostras que continham acido estearico (AE). Houve persisténcia
das concentracdes de tolueno nas amostras que continham acido estearico (AE), pois estas
foram maiores que as amostras que ndo continham &cido estearico (SAE). Apesar do periodo
estudado ter sido relativamente curto, ocorreu grande reducdo da concentracdo de tolueno,
porém nas amostras controle a reducdo das concentracdes de tolueno ocorreu de forma menos
intensa.

A Dbiorremediacdo de tolueno provavelmente ocorreu com a producdo de
biossurfactantes pelos microrganismos com desenvolvimento da interface entre fase sélida e o
contaminante. Desta maneira, a degradacéo de tolueno pode ter ocorrido presumivelmente por
meio da dessorcdo (TANG et al.,1998; KAVITHA et al., 2014). Em comparagdo com 0S
microambientes que continham &cido estearico com 0s que ndo continham acido estearico, a
auséncia do acido estearico no processo de biorremediacdo de tolueno indicou que 0s
biossurfactantes produzidos pelos microrganismos dos microambientes possuiram baixa
toxicidade e biodegradabilidade favoravel, pois somente a presenca dos microrganismos
autoctones e os da solucdo de microrganismos sem o uso de surfactantes favoreceu a
biodegradacéo de tolueno (MNIF et al., 2017).
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Figura 36 — Concentracdo de tolueno para amostras sem acido estearico e com acido
estearico para o periodo de 5, 9, 16 e 24 dias
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Amostras do Ensaio 6
AE: Amostras com acido estearico SAE: Amostras sem acido estearico

1 Controle: Amostra controle com 0,00 mL de solu¢do de microrganismos em 150 cm? de
solo arenoso fino com um teor de umidade de 33,71%.

2: Amostra com 2,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 34,85%.

3: Amostra com 5,00 mL de solucdo de microrganismos em 150 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 36,56%.

4: Amostra com 10,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 39,40%.

5: Amostra com 25,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 47,94%.

De acordo com a Figura 37, a reducdo da concentracdo de Xxileno cresceu com o
decorrer do tempo para todas as amostras que continham &cido estearico (SAE) e para todas
as amostras que ndo continham acido estearico (AE). A persisténcia das concentracbes de
xileno nas amostras que continham &cido esteadrico (AE) foram maiores que as amostras que
ndo continham &cido estearico (SAE). Apesar do periodo estudado ter sido relativamente
curto, ocorreu uma grande reducdo da concentragédo de xileno, contudo nas amostras controle
a reducdo da concentracdo de xileno ocorreu de forma menos intensa.

Pela Figura 37, é possivel notar que a presenca de surfactante nas amostras que
continham &cido esteérico (AE) foi prejudicial ao processo de biorremediacdo de xileno em

comparagdo as amostras que ndo continham 4&cido estedrico (SAE), exceto nas amostras
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controle. Ainda que surfactante tenha solubilizado mais xileno ao reduzir tensdes interfaciais
entre 0 Gleo e a agua, proporcionando maior bioacessibilidade aos microrganismos presentes
nos microambientes, devido ao incremento da mobilidade do xileno, a toxidade do surfactante
foi prejudicial ao processo de biorremediacdo (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011).

A toxicidade aos microambientes que continham esteérico foi causada pela interagdo
do surfactante com as moléculas de proteina essenciais para a funcdo celular dos
microambientes (VOLKERING et al., 1998). Desta maneira, a toxicidade do acido estearico
como surfactante na biota do solo arenoso fino contaminado por xileno perturbou o equilibrio
das fungdes ecoldgicas nos microambientes e com isso, houve reducdo da capacidade de
biodegradacéo de xileno pela biota pertencente aos microambientes (ROSAL et al., 2010).

Portanto, o processo de biorremediacdo de xileno ocorreu por intermédio dos
microrganismos pela producéo de biossurfactantes com o desenvolvimento entre interface da
fase sélida e o contaminante. Sendo assim, a degradacdo do xileno sorvido pode ter ocorrido
presumivelmente por meio da dessor¢do (TANG et al.,1998; KAVITHA et al., 2014). A
auséncia do acido estearico nos microambientes indicou que os biossurfactantes produzidos
pelos microrganismos possuiram baixa toxicidade e biodegradabilidade favoravel ao
microambiente, sendo que apenas a presenca dos microrganismos autdctones e os da solucdo
de microrganismos favoreceu a biodegradacao de xileno, sendo ndo recomendavel o uso de
acido estearico (MNIF et al., 2017).

Figura 37 — Concentragdo de xileno para amostras sem acido esteéarico e com &cido estearico
para o periodo de 5, 9, 16 e 24 dias
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Amostras do Ensaio 6

AE: Amostras com acido esteérico SAE: Amostras sem acido estearico

1 Controle: Amostra controle com 0,00 mL de solu¢io de microrganismos em 150 cm? de
solo arenoso fino com um teor de umidade de 33,71%

2: Amostra com 2,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm? de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 34,85%

3: Amostra com 5,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 36,56%

4: Amostra com 10,00 mL de solugdo de microrganismos em 150 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 39,40%

5: Amostra com 25,00 mL de solugio de microrganismos em 150 cm?® de solo arenoso fino
com um teor de umidade de 47,94%

Os teores de umidade maiores nos microambientes podem ter influenciado de forma
significativa eficiéncia processo de biorremedia¢do de BTX de acordo langamento de massas
liquidas oriundas da solucdo de microrganismos. O teor de umidade aumenta a degradacdo de
poluentes, pois também ocorre aumento da bioacessibilidade e com isso hd um favorecimento
do transporte de poluentes para que estes sejam degradados pelos microrganismos (GUERIN,
2000; MICHELS et al., 2000). Além disso, os teores de umidade maiores favoreceram a
adsorcéo, volatilizacdo, diluicdo e convecgédo, desta forma contribuiram para a atenuagdo do
BTX, além da biodegradacao (ZHOU et al., 2017).

N&o houve concentracdes de benzeno (Figura 35), tolueno (Figura 36) e xileno (Figura
37) no periodo 5, 9, 16 e 24 dias, tanto para as amostras que continham &cido estearico (AE)
como para as que ndo continham acido estearico (SAE), que se adequassem ao valor maximo
permitido estabelecido pelo Ministério da Salde (2011) para benzeno, tolueno e xileno, que
possuem os respectivos valores de 0,005, 0,200 e 0,300 mg/L, portanto ndo foi possivel
alcancar os padrOes da legislagdo brasileira. Provavelmente, a ndo degradabilidade dos
organismos Vivos foi ocasionada pela alta toxicidade para microrganismos degradadores de
hidrocarbonetos (MOHANTY et al., 2013).
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6 CONCLUSOES

A reducéo das concentracfes de BTX a uma temperatura de 28°C £2°C, bem como o
comportamento do teor de umidade (decresceu com o passar do tempo) e do pH (aumentou no
decorrer do tempo) representaram uma tendéncia de proporcionalidade de acordo com a
quantidade (em volume) da aplicagdo da solucdo de microrganismos. A partir dos resultados
deste trabalho, um valor econémico e eficiente para a aplicacao da solucdo de microrganismos
em campo € o de 0,02 mL de solugdo de microrganismos por cm?3 de solo arenoso fino, pois
houve resultados satisfatorios ao se utilizar 6,25 mL de solugdo de microrganismos para 300
cm3 de solo arenoso fino no periodo de 7, 30 e 58 dias de experimento.

O uso de acido estearico apesar de ter solubilizado mais BTX, ao reduzir tensbes
interfaciais entre o 6leo e a &gua, forneceu a maior bioacessibilidade aos microrganismos,
contudo a toxidade do &cido estedrico prejudicou o processo de biorremediacdo pois nos
microambientes que continham &cido estearico a remog¢do de BTX foi menor em comparacdo

aos microambientes que ndo o possuiam.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Utilizar de método cromatogréfico gasoso para possibilitar detec¢do de isdbmeros de
xileno no processo de biorremediagéo do solo arenoso fino contaminado por BTX.

e Estudar como o fornecimento intenso de oxigénio de um processo de bioventilagéo
pode interferir no processo de biorremediacdo de um solo arenoso fino contaminado
por BTX.

e Analisar o comportamento da técnica de compostagem de materiais carbonaceos em
conjunto com os compostos recalcitrantes BT X.

e Utilizacdo de outros métodos de biorremediacdo em conjunto com bioaumentagédo
e/ou bioestimulacdo (compostagem, eletrobiorremediacdo, fitorremediacdo, wetlands
construidos, entre outros).

e Estudar o desempenho da biorremediacdo adicionando-se etanol ou biodiesel em
solucdes sintéticas de BTX.

e Verificar a possibilidade do uso de outros surfactantes ou biossurfactantes no processo
de biorremediacéo de solucéo sintética de BTX.

e Verificar o desempenho do acido estedrico como surfactante no processo de
biorremediacéo de solucdo de 6leo diesel ou gasolina.

e Verificar o comportamento da biorremediagdo microambientes com maiores
dimensGes para entender o processo sob condicGes aerdbias (fornecendo-se oxigénio
por meio de bioventilacdo), e também, sob condi¢cdes andxicas (manter o sistema
fechado e previamente succionado).

e Utilizar o método respirométrico para conhecimento mais preciso da variacdao do teor
de carbono nos microambientes.

e Otimizar a quantidade de micronutrientes e macronutrientes a serem aplicados nos
microambientes.

e Estudar o comportamento de uma pluma de contaminantes, de acordo com o tempo de

contato, aliando-se a biorremediacéo (a montante) com uma BRP (a jusante).
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APENDICE A - CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ou HPLC (High Performance
Liquid Chromatography) realiza andlises qualitativas e quantitativas de uma grande
quantidade de compostos em varios tipos de amostras, com alta resolucdo, eficiéncia e
sensibilidade com resultados em poucos minutos (VAZ JUNIOR, 2010).

O método cromatogréafico é validado ao empregar curvas analiticas e espectros de seus
perfis cromatogréficos. O tempo de retengdo dos analitos inicialmente foi determinado por
meio de uma injecdo de solucdo padrdo contendo benzeno, tolueno e xileno, para obter um
cromatograma. Os critérios de Dias (2015) foram utilizados para a validacdo do método
cromatografico:

Seletividade: Para avaliar de forma inequivoca as substancias examinadas (BTX) na presenca
de componentes que podem exercer interferéncia nos resultados foi injetada uma amostra
padrdo com concentracdo conhecida (300 pg/L) no cromatografo Shimadzu e foi comparada
com a amostra isenta de analitos (branco) com a finalidade de observar possiveis interferentes
nos tempos de retencdo dos compostos BTX provenientes do 6leo diesel, bem como a
separacao dos picos.

Linearidade: Para o benzeno, o tolueno e o xileno, de formas individuais, foi gerado um
gréafico de concentracdo versus area do pico para cada componente do BTX, a fim de verificar
qudo linear é o comportamento da curva. A partir de regressdes lineares de curvas com
concentragdes variando 0 a 53,8 mg.mL™ para o benzeno, de 0 a 54,4 mg.mL™ para o tolueno
e de 0 a 54,1 mg.mL™ para o xileno.

Exatiddo: A concordancia entre o valor encontrado e o valor aceito como referéncia é dado

pelo valor de recuperacdo descrito pela Equacéo 14 a seguir:

Recuperagio (%) = % x 100 Equacdo 14
A exatidao pode ser observada de acordo com a proximidade dos pontos obtidos em relagéo a
equacdo da reta dada pela curva analitica.
Precisdo: A concordancia entre varios resultados obtidos, de uma mesma amostra para
expressar as mesmas condicdes de operacdo, é estimada por meio do coeficiente de variacao
(CV) expresso pela razdo entre a media aritmética (X) e o desvio padrédo (S) conforme a
Equacdo 15 a sequir:

CV (%) = 100 Equacfio 15

Limite de deteccéo (LD): O limite de deteccdo repesenta a menor concentracdo da substancia

que pode ser detectada, mas ndo necessariamente calculada, com isso pode ser utilizada a
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Equacéo 16 que é dada em fungdo do coeficiente linear (s) da equagdo da curva analitica e o
desvio padréo S.
LD=33.¢ Equagdo 16
Limite de quantificacdo (LQ): A menor concentracdo da substancia que pode ser medida
utilizando-se um determinado procedimento experimental o qual pode ser expresso pela
Equacdo 17 dada em funcéo do coeficiente linear (s) da equacdo da curva analitica e o desvio
padréo S.
LQ=10.§ Equacdo 17
A partir do tempo de retencdo dos analitos obtidos pela injecdo da solugdo padréo
contendo benzeno, tolueno e xileno foi possivel obter o cromatograma para validar o método
guanto a seletividade (DIAS, 2015). O perfil cromatografico do BTX pode ser visto na Figura
38 cujos tempos de retengdo foi de 5,195 minutos para o benzeno, 7,810 minutos para o
tolueno e 9,911 minutos para o xileno.

Figura 38 — Perfil cromatografico do benzeno, tolueno e xileno
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Fonte: Elaboracdo do préprio autor.

Para determinacdo das concentragdes do BTX nas amostras foi necessaria a plotagéo
de curvas analiticas para calibracdo do método HPLC. Para as curvas analiticas do benzeno,
do tolueno e do xileno obtidas individualmente foram representadas pelas Figuras 39, 40 e 41,
respectivamente. Com isso, foi gerado um grafico para cada componente do BTX, de

concentracdo versus area do pico para verificar quéo linear € o comportamento da curva. A
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partir de regressdes lineares de curvas com concentragdes variando de 0 a 53,8 mg.mL™? para
0 benzeno, de 0 a 54,4 mg.mL™ para o tolueno e de 0 a 54,1 mg.mL™ para o xileno. As curvas
revelaram linearidade por apresentarem coeficientes de determinacdo proximos de 1 sendo 0s
valores de 0,9957, 0,9981 e 0,9945 para o benzeno, tolueno e xileno, respectivamente.

Figura 39 — Curva analitica do benzeno
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Figura 40 — Curva analitica do tolueno
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Figura 41 — Curva analitica do xileno
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Por meio das curvas analiticas do benzeno, tolueno e do xileno expostas nas Figuras
39, 40 e 41 respectivamente, foi possivel visualizar que houve concordancia entre o valor
encontrado e o aceito como referéncia pertencentes dado pela curva analitica. Portanto os
valores obtidos nas curvas analiticas apresentaram altos valores de recuperacdo (Equacgédo 12)
pois 0s valores encontrados (pontos) ficaram muito proximos dos valores de referéncia (reta
das Figuras 29, 30 e 31).

Conforme a Tabela 13, a concordancia entre varios resultados obtidos para uma
mesma amostra e com isso, expressar as mesmas condi¢fes de operacdo é estimada por meio
do coeficiente de variacdo dado pelo desvio padrao relativo foi alto 96,979% para 0 benzeno,
96,985 % para o tolueno e 96,988 para o xileno, indicando uma capacidade de
reconhecimento devido grande dispersao dos resultados.

Tabela 13 — Dados da cromatografia liquida de alta eficiéncia

Benzeno Tolueno Xileno

Limite de Detecc¢éo LD (mg/mL) 0,041 0,042 0,007
Limite de Quantificagdo LQ (mg/mL) 0,122 0,126 0,022
Desvio Padréo S (mg/mL) 25,738 25,552 25,400
Média X (mg/mL) 26,540 26,338 26,187
Desvio Padréo Relativo CV (%) 96,978 97,016 96,998

Fonte: Elaboracgdo do préprio autor.

A menor concentracdo de substancia que pode ser detectada, mas ndo necessariamente
calculada, foi conhecida por meio do limite de deteccdo LD (Equacdo 14) em que os valores

em mg.mL foram de 0,041 para o benzeno, 0,042 para o tolueno e de 0,007 para o xileno
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indicando capacidade de detecgéo excelente para as concentracOes utilizadas nos ensaios deste
trabalho tiveram valores de ordem bastante superior.

A menor concentracdo de substancia que pode ser medida utilizando um determinado
procedimento experimental pode ser expresso pelo limite de quantificacdo LQ (Equacéo 15)
foi de 0,122, 0,126 e 0,022 mg.mL™ para o benzeno, tolueno e xileno, respectivamente. Com
estes valores, a capacidade de deteccdo foi excelente para as concentracGes utilizadas nos

ensaios deste trabalho pois somente houve valores de ordem bastante superior.



