UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
Instituto de Geociéncias e Ciéncias Exatas

Campus de Rio Claro

AVALIACAO DO POTENCIAL DE BIORREMEDIACAO
DE SOLOS E DE AGUAS SUBTERRANEAS CONTAMINADOS
COM OLEO DIESEL

Adriano Pinto Mariano

Orientador: Prof. Dr. Daniel Marcos Bonotto

Co-orientadora: Prof®. Dr". Dejanira de Franceschi de Angelis

Tese de Doutorado elaborada junto ao
Programa de P6s-Graduacido em Geociéncias e
Meio Ambiente, para obtencdo do Titulo de
Doutor em Geociéncias e Meio Ambiente.

Rio Claro (SP)
Dezembro/2006



551.49 Mariano, Adriano Pinto
M333a Avaliacdo do potencial de biorremediacdo de solos e de
dguas subterraneas contaminados com 6leo diesel / Adriano
Pinto Mariano. — Rio Claro : [s.n.], 2006
162 f£. : il., tabs.

Tese (doutorado) — Universidade Estadual Paulista,
Instituto de Geociéncias e Ciéncias Exatas
Orientador: Daniel Marcos Bonotto

1. Aguas subterraneas. 2. Biorremediagio. 3. Postos de
combustiveis. 4. Vinhaga. 5. Biossurfactante. 1. Titulo.

Ficha Catalogréfica elaborada pela STATI — Biblioteca da UNESP
Campus de Rio Claro/SP




Comissao examinadora

Prof. Dr. Daniel Marcos Bonotto
Unesp/IGCE/Rio Claro

Prof. Dr. Carlos Renato Corso
Unesp/IB/Rio Claro

Prof. Dr. Bruno Coraucci Filho

Unicamp/FEC/Campinas

Prof*. Dr". Cassiana Maria Reganhan Coneglian

Unicamp/Ceset/Limeira

Dr”. Aurora Mariana Garcia de Franga Souza

Cetesb/Piracicaba

Adriano Pinto Mariano

Rio Claro, 13 de Dezembro de 2006.

Resultado: Aprovado com Louvor



Ao meu pai



“La utopia estd en el horizonte. Camino dos pasos, ella se aleja dos pasos y el horizonte se
corre diez pasos mds alld. ; Entonces para que sirve la utopia? Para eso, sirve para caminar”

(Eduardo Galeano)

“On ne voit bien qu'avec le coeur. L'essentiel est invisible pour les yeux”

(Saint-Exupéry)

“We live in a world where we have to hide in order to make love, while violence is
practiced in broad daylight”

(John Lennon)
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Resumo

Nesta pesquisa foram temas de estudo diversos aspectos relacionados a técnica de
biorremediacdo de solos e dguas subterrdneas contaminados com hidrocarbonetos. A partir de
amostras de solo e dgua subterranea coletadas em diferentes postos de combustiveis, avaliou-
se a biorremediacdo natural da 4gua subterrdnea em local onde ocorreu vazamento de dleo
diesel, mediante o monitoramento de indicadores geoquimicos durante 2 anos. Diferentes
técnicas de biorremediacdo (bioestimulagdo com a adicdo de nutrientes e de um surfactante e
bioaumento (injecdo de microrganismos)) foram comparadas quando aplicadas isoladas e em
conjunto a solos contaminados com 6leo diesel e comparou-se a capacidade de diferentes
microrganismos em biodegradar 6leo diesel comercial e intemperizado. Conciliando a
biorremedia¢do com a prética atual no gerenciamento ambiental de reutilizacdo de residuos,
avaliou-se o efeito da adi¢do da vinhaga na biorremediacdo de solos e dguas subterrineas
contaminados com 6leo diesel e investigou-se a capacidade de diferentes culturas de bactérias
em utilizarem Oleo diesel intemperizado como matéria prima para producdo de
biossurfactante. O método respirométrico de Bartha e Pramer foi utilizado nos experimentos
em que foi averiguada a biodegradagdo em solos e, no caso da dgua subterrinea, frascos de
DBO e reatores aerados. Experimentos de biodegradabilidade dos o6leos diesel foram
realizados com a técnica do indicador redox DCPIP e o monitoramento da producdo de
biossurfactantes foi realizado com medidas de tensdo superficial, segundo o método do anel
de De Nouy, empregando-se o tensiometro Kriiss K6. A partir do monitoramento dos
indicadores geoquimicos, foi possivel identificar fatores que corroboram a eficiéncia da
técnica de biorremediagdo natural para o tratamento da dgua subterrnea na drea de estudo. Os
experimentos respirométricos demonstraram a importancia do balanceamento nutricional e
que nenhum ganho em termos de aumento de eficiéncia de biodegradagdo foi obtido com a
técnica do bioaumento. O uso da vinhaca em processos de biorremediacdo mostrou-se
ineficiente nas condi¢des estudadas. Os resultados com os experimentos de
biodegradabilidade demonstram a importancia de se considerar o efeito de intemperizagao dos
poluentes na determinacio acurada de taxas de biodegradagdo. Finalmente, ndo foi possivel,
nas condi¢des estudadas, constatar a producido de biossurfactantes utilizando-se 6leo diesel

intemperizado como matéria prima.

Palavras chaves: biorremediacdo, postos de combustiveis, 6leo diesel, vinhaca,

biossurfactante.
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Abstract

In this research, different aspects related to the bioremediation technique of soils and
groundwaters contaminated with hydrocarbons were considered. From soil and groundwater
samples collected at different petrol stations, the natural bioremediation of the groundwater,
where a diesel oil leakage took place, was evaluated by monitoring geochemical indicators for
2 years. Different bioremediation techniques (biostimulation with addition of nutrients and a
surfactant and bioaugmentation (injection of microorganisms)) were compared when applied
individually or grouped to contaminated soils with diesel oil and the capability of different
microorganisms to biodegrade commercial and weathered diesel oil was compared.
Considering the current environmental management practice of reusing residues, the effects of
the vinasse in the bioremediation of soils and groundwaters contaminated with diesel oil was
evaluated and the capability of different bacterial cultures to use weathered diesel oil as raw
material to produce biosurfactant was investigated. The Bartha & Pramer respirometric
method was employed in the biodegradation experiments with soils, and, in the case of the
groundwater, BOD flasks and aerated reactors. The experiments testing the biodegradability
of diesel oils were carried out using the DCPIP redox indicator technique and the monitoring
of the biosurfactant production by superficial tension measurements, according to the De
Nouy ring method, and employing the Kriiss K6 tensiometer. From the monitoring of the
geochemical indicators, it was possible to identify factors that support the efficiency of the
natural bioremediation technique for the treatment of the groundwater at the area of study.
The respirometric experiments demonstrated the importance of the soil nutritional balance and
that no gain in terms of increasing the biodegradation efficiency was obtained with the
bioaugmentation technique. The use of the vinasse in bioremediation processes showed to be
inefficient at the studied conditions. The results from the biodegradability experiments
demonstrate the importance of considering the weathering effect of the pollutants to
determine accurately the biodegradation rates. Finally, it was not possible, at the studied

conditions, verify the biosurfactant production using weathered diesel oil as raw material.

Key words: Bioremediation, petrol stations, diesel oil, vinasse, biosurfactant
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1 - INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 - Introducao

A forte industrializagdo e o desenvolvimento econdmico experimentados pelo Brasil
principalmente a partir da década de 70, exigiram grande estrutura¢do de toda a cadeia
produtiva dos derivados do petréleo, desde novas descobertas de campos de petréleo passando
pela formacgdo de vérios pdlos petroquimicos e o aumento das redes de distribuicdo, a ponta
dessa cadeia. Em 2004, segundo a Agéncia Nacional do Petréleo (ANP, 2005), no Brasil
existiam 13 refinarias, 48 terminais aquavidrios e 26 terminais terrestres, 485 bases de
distribuicdo, 179 distribuidoras, 33.620 postos de revenda e uma comercializacdo de

aproximadamente 230 mil m*/dia dos principais derivados de petréleo.

Diante de toda essa estrutura logistica da producdo e comercializacdo do petréleo e
de seus derivados, as preocupacdes relacionadas ao potencial de contaminacdo de solos e
dguas subterrdneas, principalmente por vazamentos de tanques de armazenamento
subterrdneos em postos de combustiveis, vém crescendo. Segundo o 6rgdo de controle
ambiental paulista, a Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB), em
2005 os vazamentos em postos de combustiveis foram responsaveis por 73 % dos casos de
dreas contaminadas no Estado de Sdo Paulo, o que corresponde a 1596 areas (CETESB,

2006).

Devido ao crescente nimero de descobertas de casos de vazamentos em postos de
combustiveis, as contaminacgdes de solos por hidrocarbonetos derivados de petréleo tém sido
alvo de indmeras pesquisas e constitui um desafio para os profissionais que atuam no
saneamento ambiental, em funcdo da complexidade dos fenomenos geoquimicos e

bioquimicos que s@o catalisados a partir de sua inser¢do no subsolo. Além disso, tem sido
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motivo de preocupacdo e repercussdo na sociedade, pois essas contaminacdes com
substancias téxicas podem atingir as dguas subterraneas, que estdo sendo ou serdo usadas

como fonte de abastecimento para consumo humano.

Quando o combustivel atinge o solo, seus componentes separam-se em trés fases:
dissolvida, liquida e gasosa. Uma pequena fracdo dos componentes da mistura se dissolve na
dgua do lengol fredtico, uma segunda por¢do € retida nos espacos porosos do solo na sua
forma liquida pura como saturacdo residual e outra parte dos contaminantes passiveis de
evaporacdo dio origem a contaminacdo atmosférica (NADIM et al., 1999). Portanto, uma vez
estabelecida a contaminagdo, esta poderd atuar em trés niveis diferentes: solo, dgua
subterranea e atmosfera. Assim, a tarefa de avalia¢do da extensdo, dindmica, concentragdo das

contaminacdes, andlise de riscos e possiveis estratégias de remediacdo torna-se complexa.

Essa complexidade também se deve ao fato desses contaminantes representarem uma
ampla composi¢do de produtos com propriedades diferentes, sendo que a maioria caracteriza-
se pela baixa solubilidade e relativa pouca persisténcia no solo. No caso de combustiveis
como a gasolina e o 6leo diesel, os hidrocarbonetos monoaromdticos benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xilenos, chamados coletivamente como compostos BTEX, sdo os constituintes
que tém maior solubilidade em dgua e, portanto, sdo os contaminantes com maior potencial de
poluir o lengol fredtico. Dentre os BTEX, o benzeno é considerado o mais téxico. Para o
benzeno, o padrio de potabilidade para dgua de abastecimento publico é de 5 ug/l (BRASIL,
LEIS, etc., 2004). Este produto em exposi¢des cronicas pode causar leucopenia, cancer,

vertigens, tremores e afetar o sistema nervoso central (PENNER, 2000).

A interag@o dos hidrocarbonetos com o fluxo fredtico, com os argilo-minerais e com
a matéria orgénica presentes no solo é complexa do ponto de vista fisico e quimico. Mais
ainda, sendo produtos organicos de possivel conversao, as acdes bioldgicas que se deflagram
no terreno a partir da sua presenca sdo significativas e alteram o comportamento dos
contaminantes ao longo do tempo. Assim, aos profissionais que se apresentam para investigar
uma contaminag@o por hidrocarbonetos com essas caracteristicas e a partir dessas andlises
proporem e executarem uma estratégia de remediacdo eficaz, impde-se um desafio que
transcende a especialidade do geotécnico ou do gedlogo. O problema, tratado na sua escala
devida, € tipicamente multidisciplinar e exige o dominio dos processos quimicos e biolégicos

que estdo inerentemente associados (AZAMBUIJA et al., 2000).

Diante desse cendrio, atualmente inimeras pesquisas relacionadas a remediagcdo de

dreas atingidas por hidrocarbonetos sdo realizadas com a finalidade de restaurar a qualidade
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dos solos e das dguas subterrineas contaminadas. Varios métodos podem ser empregados para
remover hidrocarbonetos do solo e dgua subterrdnea tais como extracdo de vapor do solo,
bombeamento e biorremediacdo. Nao ha uma regra geral que determine o melhor tratamento
de uma 4rea contaminada especifica. Cada caso deve ser analisado individualmente, avaliando

suas particularidades.

Tratamentos fisicos separam os contaminantes do solo sem destrui-los ou modifica-
los quimicamente, mas apresentam muitas limitagdes, destacando-se o custo alto. Quando os
hidrocarbonetos percolam o solo, grande quantidade permanece sorvida na matriz
(aproximadamente 50%) com isso diminuindo a eficiéncia de remoc¢ao. Processos biolégicos,
por outro lado, sdo uma tecnologia promissora para remover esses contaminantes
principalmente devido a simplicidade e eficiéncia de custo quando comparados a outras

alternativas (ALEXANDER, 1994).

Biorremediag@o pode ser considerada como uma nova tecnologia para tratar locais
contaminados mediante o uso de agentes bioldgicos capazes de modificar ou decompor
poluentes alvos. Estratégias de biorremediacdo incluem: a utilizacdo de microrganismos
autdctones, ou seja, do proprio local, sem qualquer interferéncia de tecnologias ativas de
remediacdo (biorremediacdo intrinseca ou natural); a adicdo de agentes estimulantes como
nutrientes, oxigénio e biossurfactantes (bioestimulacdo); e a inoculacdo de consércios
microbianos enriquecidos (bioaumento) (BENTO et al., 2003). O beneficio desses processos é

a mineralizacdo do poluente, isto é, a transformagdo em gis carbonico, 4gua e biomassa.

Recentemente, o interesse em utilizar a estratégia da atenuacdo natural monitorada
(que inclui além da biodegradacdo outros processos como adveccdo, diluicdo, dispersdo,
sorcdo e volatilizagdo) como técnica de tratamento de dguas subterraneas contaminadas com
hidrocarbonetos é crescente em oposi¢do a técnicas ativas de engenharia como a tecnologia de
bombeamento e tratamento (pump-and-treat) (WALT e McNAB Jr., 1999). A biorremediacdo
natural mostra-se interessante devido principalmente aos baixos custos, por ser uma técnica

com minima intervencdo (BHUPATHIRAIJU et al., 2002).

A verificacdo da ocorréncia da biorremediacdo natural exige a caracterizacdo da
geologia, hidrologia e ecologia microbiana locais, e também o conhecimento de processos
biogeoquimicos. Para a biodegradacdo dos hidrocarbonetos é essencial uma reacdo de oxi-
reducdo, em que o hidrocarboneto € oxidado (doador de elétron) e um aceptor de elétron é
reduzido. Existem diferentes compostos que podem agir como aceptores de elétrons, entre

eles o oxigénio (O,), o nitrato (NOs"), os 6xidos de Fe (III), o sulfato (SO4"2). Assim, mediante
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o acompanhamento da evolucdo espacial e temporal da concentracdo desses indicadores
geoquimicos presentes na agua subterranea, € possivel verificar como estd ocorrendo a
biorremediagdo natural de um local contaminado. Além dos aceptores de elétrons, outras
varidveis podem ser relacionadas a processos biolégicos, como o pH e o potencial redox
(VROBLESKY e CHAPELLE, 1994; BORDEN et al., 1995; CORSEUIL e ALVAREZ,
1996; WALT e McNAB, 1999; AZADPOUR-KEELEY et al., 1999; KAO e WANG, 2000;
SILVA et al, 2002; BHUPATHIRAJU et al., 2002; ROLING e VERSEVEL, 2002;
HUNKELER et al., 2002, CHEON e LEE, 2004). Como limita¢gdes da biorremediagao natural
sdo apontadas principalmente o longo tempo necessdrio, o risco da pluma de contaminacdo
ndo ser atenuada antes de atingir pontos de captacdo para abastecimento de 4gua (CORSEUIL
e MARINS, 1997) e a aprovagdo pelo 6rgdo ambiental. Neste contexto, um dos objetivos
desta tese foi avaliar a biorremediagdo natural da dgua subterrdnea em um posto de
combustiveis, onde ocorreu vazamento de dleo diesel e conseqiiente contaminac¢io do solo e

da 4gua subterranea, mediante o monitoramento de indicadores geoquimicos.

Outro ponto abordado nessa tese foi a busca de meios para acelerar a biodegradagdo
do 6leo diesel presente no solo e dgua subterrdnea de postos de combustiveis, mediante

experimentos laboratoriais.

A eficiéncia da biorremediacgdo estd associada a uma populacdo microbiana adaptada
ao consumo dos contaminantes e como esta pode ser enriquecida e mantida no ambiente. De
acordo com varios trabalhos (KATAOKA, 2001; MULLIGAN et al., 2001; BENTO et al.,
2003; RAHMAN et al., 2003), a inoculacdo de bactérias com habilidade em biodegradar
hidrocarbonetos pode reduzir o tempo de tratamento, contudo muitos estudos mostram que
esta técnica € ineficiente (APS, 1989 e 1990; TRINDADE et al. 2002; PALA et al., 2002).
Assim, um dos objetivos desse trabalho foi investigar a efici€ncia da técnica do bioaumento
quando aplicada a solos contaminados com 6leo diesel.

Ainda em relagdo a técnica do bioaumento, a avaliacdo preliminar da capacidade dos
microrganismos em degradar os poluentes € o primeiro passo a ser tomado no
desenvolvimento de um projeto de biorremediacdo baseado nessa técnica. Contudo, nessa
fase, muitos estudos sdo realizados com a simula¢do de contaminagdes, onde, por exemplo,
combustivel comercial é adicionado ao solo ou 4dgua subterrdnea. Esta metodologia pode
resultar em conclusdes erradas, uma vez que os poluentes tém suas caracteristicas alteradas
por mecanismos fisico-quimicos e biolégicos quando expostos por longos periodos as

condi¢des ambientais, o chamado efeito de intemperizagdo. Assim, nessa pesquisa avaliou-se
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a capacidade de diferentes microrganismos em degradar dleo diesel comercial em comparagdo

a outro intemperizado que estava presente na dgua subterrinea de um posto de combustiveis.

Finalmente, outro objetivo deste trabalho foi estudar meios de conciliar a
biorremedia¢do com uma pratica atual no gerenciamento ambiental que é a reutilizacido de
residuos. A vinhaga é um residuo gerado na industria sucro-alcooleira, cuja disposi¢do
representa uma grande preocupacdo ambiental devido principalmente ao grande volume
gerado. Atualmente no Brasil, a disposicdo desse residuo € feita com a sua aplicacio em
plantacdes, um processo chamado ferti-irrigacdo, como um substituinte parcial ou total de
fertilizantes minerais. Considerando que a producdo de etanol no Brasil estd em expansio
devido a uma crescente demanda interna e internacional por fontes alternativas de energia e
que o solo tem uma capacidade de suporte limitada para receber a vinhaga, a busca de
alternativas para tratar ou reutilizar a vinhaca é crucial. Com isso, objetivando agregar mais
uma possibilidade de uso da vinhaga, este trabalho investigou o potencial do uso da vinhaga
como um agente estimulador da biorremediac@o, devido principalmente a sua composicao

nutricional.

Outro residuo é o préprio combustivel coletado apds um vazamento, como o 6leo
diesel presente em grande volume na dgua subterrdnea em um dos postos de combustiveis
aqui considerados. A proposta de reutilizagdo avaliada foi o emprego do 6leo diesel como
matéria prima na producdo de biossurfactantes. A viabilidade comercial dos biossurfactantes é
ainda limitada pelos altos custos de producdo, associados a métodos ineficientes de
recuperacdo e ao uso de matérias primas de alto valor (NITSCHKE e PASTORE, 2002),
assim, atualmente, muitos estudos relacionados aos biossurfactantes referem-se a busca de
fontes de matérias primas alternativas como uma das possibilidades de reducdo de custos de

producao.

1.2 - Objetivos

Sumarizando, este trabalho possui os seguintes objetivos:

- Avaliar a biorremediacdo natural da dgua subterrdnea em um posto de combustiveis, onde
ocorreu vazamento de Oleo diesel e conseqiiente contaminacdo do solo e da &dgua
subterrdnea, mediante 0 monitoramento de indicadores geoquimicos e também a realizacio
de testes em laboratério como suporte para a determinacdo do potencial de remog¢do de

poluentes pelos microrganismos presentes na area;



Introducdo e Objetivos

comparar diferentes técnicas de biorremediacdo (bioestimulacdo com a adicdo de nutrientes
e de um surfactante e bioaumento) aplicadas isoladas e em conjunto a solo contaminado

com Oleo diesel;

avaliar a efici€ncia da técnica do bioaumento aplicada a diferentes solos contaminados com

Oleo diesel;

avaliar o efeito da adi¢cdo da vinhaca na biorremediacdo de solos e dguas subterrineas

contaminados com 6leo diesel;

comparar a capacidade de diferentes microrganismos em biodegradar 6leo diesel comercial e

intemperizado;

investigar a capacidade de diferentes culturas de bactérias em utilizarem O6leo diesel

intemperizado como matéria prima para producio de biossurfactante.



2 - REVISAO DA LITERATURA

A revisdo da literatura enfocou-se em trabalhos concernentes ao entendimento dos
mecanismos de transporte de contaminantes organicos em solos e dguas subterraneas, bem
como as técnicas de remediagdo de dreas impactadas. Maior €énfase é dada & técnica de
biorremediacdo e a biodegradabilidade de hidrocarbonetos presentes em combustiveis

derivados do petréleo, devido ao tema do estudo abordado nesta pesquisa.

2.1 — Combustiveis derivados do petréleo

O petréleo é uma mistura complexa de compostos organicos, na maior parte alcanos
e hidrocarbonetos aromdticos, com pequenas quantidades de compostos como oxigénio,

nitrogénio e enxofre (FETTER, 1993).

O processamento inicial de beneficiamento do petréleo envolve sua separagdo por
destilagcdo em uma série de fracdes caracterizadas pelos intervalos de temperatura e pressao.
Além da destilacdo, numerosos processos de refinaria sio utilizados para otimizar a obteng¢do
de certos produtos desejados. As fragdes destiladas do petréleo podem ser classificadas em
trés grupos de acordo com o nimero de dtomos de carbono nas moléculas (USEPA, 2003a):
as gasolinas (4 a 12 4tomos de carbono), os destilados médios (9 a 20 dtomos de carbono) e

6leos combustiveis pesados (mais de 14 dtomos de carbono).

No Brasil, cerca de 20% do petréleo processado € convertido em gasolina automotiva
e 36% em O6leo diesel (MME-DNC, 1995). A gasolina € uma mistura complexa de
hidrocarbonetos hidrofébicos relativamente voléteis. Os hidrocarbonetos tipicos sdo os
compostos alifdticos (alcanos, cicloalcanos, alcenos), aromdticos e aditivos (FERREIRA e

ZUQUETTE, 1998). Dentre os aditivos, os oxigenados como o etanol tem a funcio de
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aumentar o indice de octanagem da gasolina automotiva e reduzir a poluicao atmosférica. O
6leo diesel € composto principalmente por hidrocarbonetos de cadeias simples, ndo
ramificadas. Em relacdo a gasolina, o 6leo diesel apresenta moléculas com tamanho maiores
de cadeias, o que confere a este combustivel maior massa especifica, menor volatilidade e

menor solubilidade em 4gua.

2.2 — Hidrocarbonetos como fonte de contaminacao da subsuperficie

2.2.1 — Origens e conseqiiéncias

As preocupacgdes relacionadas ao potencial de contaminagdo de solos e dguas por
vazamento/derramamento de combustiveis vém crescendo, sendo diversas as origens:
acidentes envolvendo o transporte de combustiveis por navios, caminhdes ou dutos e
principalmente devido a vazamentos provenientes de tanques de armazenamento
subterraneos, os quais estdo sujeitos a fortes processos corrosivos (SPILBORGHS, 1997).
Como no Estado de Sao Paulo ocorreu um nimero elevado de instalagcdes de postos de
combustiveis na década de 70, é de se supor que a vida util dos tanques de armazenamento,
que no passado era estimada entre 20 e 25 anos, se extinguiu, o que pode contribuir para o
aumento da ocorréncia de vazamentos. Em funcdo do ndmero elevado de casos de
vazamentos, o licenciamento ambiental dos postos de combustiveis tornou-se obrigatorio,
tendo a CETESB elaborado uma série de documentos no sentido de orientar e padronizar os

trabalhos nessa area (CETESB, 2006).

Pearson e Oudijk (1993) citam as principais causas de vazamentos relacionados aos
sistemas de armazenamento subterraneos de combustiveis (SASC) encontrados nos postos de

combustiveis:

- Os tanques sdo freqiientemente instalados sem nenhum cuidado, podendo provocar algum

tipo de dano nas paredes;

- Os tanques normalmente ndo sofrem nenhum tipo de manutengdo, permitindo, assim, que a
corrosdo se instale e comprometa a integridade do material. Tanques que ficam em contato
direto com o solo também irdo corroer mais rapidamente por causa da umidade e

precipitacio;

- Quando os tanques ficam vazios ou parcialmente vazios, o lado de dentro do tanque pode

corroer rapidamente;
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- Os SASC sio freqiientemente instalados sem a protecdo catddica, e detectores de

vazamentos;

- Os tanques sdo normalmente construidos de parede simples, sem revestimento com material

anti-corrosivo;

- Quando os tanques sao instalados em solos pedregosos e sdo cobertos com enchimentos
reiterados ou com entulhos de constru¢do, permitem rachaduras por pedras, que se

expandem dentro de poucos anos;

- Oscilagdes do nivel freatico provocam condigdes mais favordveis para a corrosdo dos
tanques e suas conexdes quando sdo instalados na altura ou abaixo do nivel fredtico. Agua

subterranea com pH acido pode acelerar a corrosdo do tanque.

Os problemas gerados pela contaminacdo do solo e da dgua subterrdnea por
hidrocarbonetos s@o varios. Sanches (1998) aponta trés problemas principais: existéncia de
riscos a seguranga das pessoas e das propriedades, riscos a satde publica e dos ecossistemas e
restricdes ao desenvolvimento urbano e imobilidrio. Segundo Gibotti (1999), a ocorréncia de
vazamentos de hidrocarbonetos configura perigo constante de incéndio ou explosdo nos locais
atingidos. Vapores de gasolina podem explodir sem ignicdo previa ao atingirem
concentracoes da ordem de 14.000 ppm no ar, quando a mistura de combustivel mais
comburente é suficiente para que haja combustio espontinea. Além disso, alguns dos
compostos organicos presentes na composicdo da gasolina e do O6leo diesel sdo
cientificamente comprovados como carcinogénicos. Dentre os BTEX o benzeno ¢é
considerado o mais téxico, podendo em exposicdes cronicas causar danos a medula dssea,
leucemia e cancer de figado. O valor estimado da dosagem minima letal (LDL) para humanos

é de 194 mg.Kg" (STOKSTAD, 2004).

Além destes problemas, € importante ressaltar que a recuperagdo de d4reas
contaminadas € uma tarefa complexa e bastante demorada, e em alguns casos nao se consegue
atingir os limites permitidos pela legislacdo ou pelos 6rgdos ambientais (MANCINI, 2002).
Outro fator complicador € o custo que, segundo um consultor em artigo na Revista Meio
Ambiente Industrial (n.40, p.94, 2003), pode variar entre R$ 50 a 100 mil reais, um valor
consideravelmente alto para o setor de revendedores de combustiveis. Os custos sdo

dependentes do tipo de contaminante, das caracteristicas do local e da amplitude da area.

Com o objetivo de diminuir os riscos de contaminagao de corpos d’4dgua subterraneos

e superficiais, do solo e ar, e os riscos de incéndio e explosdes, o Conselho Nacional do Meio
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Ambiente (CONAMA) estabeleceu a Resolu¢do n° 273 de 29 de novembro de 2000, que
estipula uma série de requisitos que devem ser atendidos pelas empresas que integram o setor
de combustivel no Brasil, entre eles a obrigatoriedade do licenciamento ambiental e a

certificacdo dos equipamentos de acordo com as normas da ABNT e do Inmetro.

2.2.2 — Dinamica dos hidrocarbonetos em subsolo

Os hidrocarbonetos ao serem liberados para o ambiente através de vazamentos em
tanques subterrineos migram verticalmente pela zona ndo saturada sob a influéncia das forcas
gravitacional e capilar. Alguma expansdo horizontal também ocorrerd devido a atragdo das

forcas capilares (DEHAINI, 2001 apud MANCINI, 2002).

O termo forcas capilares refere-se as forcas que influenciam o movimento dos
hidrocarbonetos em fase liquida pelos intersticios do solo ou poros. Essas forcas dependem
de: a) caso o solo esteja molhado com dgua ou com hidrocarbonetos em fase liquida; b) as
propriedades fisicas e quimicas dos hidrocarbonetos em fase liquida; c) as caracteristicas do

solo (GUIGUER, 2000).

O escoamento dos hidrocarbonetos em meio saturado sempre € bifdsico por serem
compostos organicos que apresentam baixa miscibilidade em 4dgua. A fase composta pelos
hidrocarbonetos recebe a denominag¢do de NAPL (non-aqueous phase liquid) ou fase liquida
nio aquosa. De acordo com a densidade do hidrocarboneto existem dois tipos de NAPLs

(GUIGUER, 2000):

- LNAPL (light non-aqueous phase liquid ou fase liquida ndo aquosa leve) caracterizada
por possuir densidade menor que a dgua. Os hidrocarbonetos com essa caracteristica
estdo comumente associados com a produgdo, refino e distribuicdo de produtos do

petrdleo, por exemplo, a gasolina, o dleo diesel e o querosene.

- DNAPL (dense non-aqueous phase liquid ou fase liquida ndo aquosa densa)
caracterizada por possuir densidade maior que a dgua. Os hidrocarbonetos com essa
caracteristica estdo relacionados principalmente as atividades industriais, onde sdo
utilizados, por exemplo, hidrocarbonetos clorados, PCBs (bifenilas poli-cloradas),

antraceno, pireno, 1,1,1-TCE e fenol.

O transporte dos hidrocarbonetos no solo € caracterizado pela formagdo de quatro
fases distintas que regulam o processo de migracdo do produto: fase liquida residual, fase

liquida livre, fase dissolvida e fase vapor (Figura 2.1). A parti¢do entre as fases é determinada
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pelos fendomenos da dissolucao, volatilizacdo e adsor¢ao (USEPA, 2003b). A fase liquida
residual pode existir no solo como residuos liquidos relativamente imdveis, adsorvidos ou
retidos entre os s6lidos do solo. O liquido livre ndo residual que passa pelo solo é chamado de
fase liquida livre, que quando atinge o nivel d’4dgua subterrineo passa a flutuar sobre o
mesmo. Hidrocarbonetos em fase dissolvida podem estar presentes na superficie sélida do
solo formando peliculas, ou na dgua do solo; quando atingem o nivel d’dgua subterraneo
formam a chamada pluma de contaminagdo. Os hidrocarbonetos em fase de vapor podem
existir como componentes do vapor do solo, podendo também se condensar e adsorver-se na

superficie sdlida ou dissolver-se na dgua do solo (GUIGUER, 2000).

zonha
nao saturada

nivel d'agua A30na de flutuagao
- capllir, v do nivel d'4gua
Zona

salurada

Substrato rochoso
Hldrocarbonelos residuais em fase
liquida adsorvides ou presos entre
05 solidos do solo

Hidrocarbonetos
&m fase de vapor
Sdlidos nos poros

BECOS

Poros

Hidrocarbonetos
em fasa livra
105 poros

Sdlidos

umidos em fase dissolvida

na agua do solo

SOLO CONTAMINADO POR
Srisid i VAZAMENTO DE HIDROCARBONETO

Figura 2.1 - Diferentes fases presentes nas zonas insaturada e saturada (Fonte: GUIGUER,
2000).

O transporte da LNAPL através das zonas ndo saturadas e saturadas depende da
quantidade de hidrocarbonetos liberados ao meio. Um pequeno volume de LNAPL flui pela

zona nao saturada até atingir o estado de saturacdo residual, em razdo do desenvolvimento de

11
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um sistema de quatro fases como resultado da entrada de LNAPL nesta zona, com a seguinte

ordem de grau de molhabilidade: 4gua > LNAPL > ar (FERREIRA e ZUQUETTE, 1998).

A 4gua de infiltracdo dissolve os componentes soliveis presentes na LNAPL, tais
como o benzeno, o tolueno e os xilenos, e os transporta até a zona saturada. Esses
contaminantes formam uma pluma que se distribui por difusdo e advecgdo. Muitas das
substincias tendem a ser voléteis, assim o gds sofre particdo de modo que uma parte fica
retida no solo e outra migra para o ar, sendo transportados para outras partes do aqiiifero por
difusdao molecular. Os voldteis movem-se primeiramente pela zona saturada e finalmente
entram na camada superficial do solo onde, dependendo das condicdes fisico-quimicas
retornam para a fase liquida por condensagdo. Esses processos sdo responsdveis pelo
transporte de contaminantes através de dreas bastante extensas (FERREIRA e ZUQUETTE,
1998).

Quando um grande volume de hidrocarbonetos ¢ liberado, estes se deslocam no
sentido da franja capilar proximo a zona saturada. Os componentes soliveis da LNAPL
atravessam adiante ultrapassando os componentes menos soltiveis. No topo da franja capilar,
onde a agua satura um grande volume de poros, o material acumulado causa uma reducio na
permeabilidade relativa da LNAPL. Impedida de mover-se para baixo, a LNAPL tende a se
espalhar sobre o topo da franja capilar. O actimulo de um volume suficiente de LNAPL no
topo da franja capilar faz com que a mesma comece a fluir na mesma direcdo da dgua
subsuperficial. Em razdo de sua baixa densidade, a LNAPL flutua préxima ao nivel da dgua
subsuperficial, na zona de capilaridade. Por causa desses mecanismos alguns produtos tais

como a gasolina, querosene e alguns outros 6leos sdo encontrados como produtos livres sobre

o topo da franja capilar (FERREIRA e ZUQUETTE, 1998).

Os grandes derrames geram um fornecimento continuo de hidrocarbonetos para a
zona ndo saturada, favorecendo uma condutividade hidraulica progressiva e continua e
formando uma depressdo de interface zona saturada — LNAPL, onde os hidrocarbonetos se
acumulam. No caso de remo¢do ou esgotamento da fonte de contaminagdo, o0s
hidrocarbonetos presentes na zona ndo saturada continuam a migrar para niveis mais
profundos, estacionando quando a concentracdo de hidrocarbonetos atinge o nivel de
saturacdo residual e ndo pode mais avangar. Caso contrério, continua a mover-se para baixo
recarregando a depressdo localizada sobre o nivel da dgua subsuperficial, produzindo um

espalhamento lateral maior sobre a franja capilar. A Figura 2.2 ilustra o caminho percorrido

12
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pelo combustivel liberado de um tanque subterraneo até atingir a franja capilar e a formagao

de uma pluma de contaminacgao.

A = -
{Zona nao saturada ARk
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A — -
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ST A S A S S
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/
C Fonte do Vazamento é eliminada

Figura 2.2 - Evolug@o da contaminac@o por hidrocarbonetos de combustiveis em subsuperficie

(Fonte: USEPA,

2003b).

2.3 — Técnicas de remediacao aplicadas a areas contaminadas

Atualmente, existe

uma preocupacio e conscientizacdo da sociedade em relagcdo a

qualidade ambiental, a populagdo vem tornando-se mais critica e participativa, exigindo

atuacdes cada vez maiores das autoridades. Desta forma, em fungdo da crescente demanda em
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relacdo ao gerenciamento de dreas contaminadas, avancos significativos ocorreram nas

ultimas décadas nos estudos que visavam a recuperacdo ambiental (SPILBORGHS, 1997).

Por esse motivo, diversas tecnologias de remediacdo tém sido desenvolvidas e
consolidadas principalmente pelos paises desenvolvidos. O Brasil, hoje mais preocupado com
seus locais contaminados, comeca a desenvolver suas prdprias tecnologias e também a adaptar
as tecnologias j4 estabelecidas as nossas condi¢des ambientais. O Estado de Sdo Paulo, em
fun¢do de sua intensa industrializac¢do, apresenta uma situac@o mais critica em relagc@o a esta
questdo. Desta forma, a CETESB tem desenvolvido manuais e adaptado legislacdes,
principalmente normas Holandesas (CETESB, 1996), com vistas ao controle das &reas
suspeitas de contaminag¢do e comprovadamente contaminadas. Neste sentido, destaca-se o
Manual de Gerenciamento de Areas Contaminadas’, que tem por fungdo fornecer
informacdes e metodologias a serem utilizadas na solu¢do dos problemas gerados por édreas

contaminadas, desde a investigacdo preliminar até a proposicao de técnicas de remediacao.

Muitas opcdes ou combinacdes de opcdes estdo disponiveis para restaurar a
qualidade do solo e da dgua subterranea. A selec@o de tecnologias a serem utilizadas baseia-se
fundamentalmente no conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas do contaminante,
volume vazado, tempo de vazamento, caracterizagdo geoldgica e hidrogeoldgica do local,
andlise do meio fisico superficial e subterrineo e extensdo da pluma contaminante

(SPILBORGHS, 1997).

Segundo a USEPA (1991), um plano tipico de remediacdo possui quatro fases

principais:
- conten¢do do produto livre e produto dissolvido;
- remocao do produto livre;
- remocao do produto dissolvido;
- remocao do produto adsorvido.

A conteng¢do e a remocgao do produto livre geralmente € realizada através de sistemas
de pocos ou trincheiras de bombeamento e para a remog¢ao do produto adsorvido ao solo na
zona nao saturada e dissolvido na dgua subterranea existem diferentes técnicas (Tabelas 2.1 e
2.2). A remediacdo da zona ndo saturada tem por objetivo evitar a contaminagdo da zona

saturada. A zona ndo saturada é considerada uma fonte secundéria de contaminacdo, onde os

' Documento em fase de conclusio disponivel na pagina da CETESB na internet (www.cetesb.sp.gov.br).
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processos de infiltracdo promoveriam a lixiviagdo e o transporte de poluentes para o aqiiifero
(BITTON e GERBA, 1984; USEPA, 1990 e CHAPELLE, 1993). As técnicas de remediagao
da zona no saturada e da saturada podem ser realizadas “ex situ”, ou seja, através da retirada
do material contaminado para posterior tratamento ou “in situ”, quando o material nio é

retirado.

Tabela 2.1 — Alguns exemplos de técnicas de remediag@o da zona ndo saturada

* lavagem de solo (soil wash)

Tratamentos “ex situ’: * incineracao

* biorremediacdo: - reatores (slurry phase)

- sistemas de tratamento de residuos no solo

(p.e. landfarming, biopilhas)

Tratamentos “in situ’: * lavagem de solo (soil flushing)

* extracdo de compostos organicos voléteis (SVE, bioventing)

* biorremediacao

Tabela 2.2 — Alguns exemplos de técnicas de remediagdo da zona saturada

e carvdo ativado

Tratamentos “ex situ’: * coluna de aeracg@o (air stripping)

* biorremediacao

Tratamentos “in situ’: * bombeamento e tratamento (pump and treat)

* tratamentos quimicos (injecdo de oxidantes, barreiras reativas,

etc.)

* extragdo de compostos organicos volateis (air sparging,

bioventing)

* biorremediacao

15



Revisdo da Literatura

No Estado de Sao Paulo verifica-se que o bombeamento e tratamento e a recuperacao
de fase livre sdo as técnicas mais empregadas no tratamento das dguas subterraneas, enquanto
que a extracdo de vapores e a remocao de solo/residuo destacam-se como as técnicas mais

utilizadas para os solos, segundo dados da CETESB (2006).

Segundo o Eng’ Elton Gloeden da Cetesb em entrevista concedida para a revista
Meio Ambiente Industrial (n. 56, p.18, 2005) “no Brasil, a técnica de biorremediag@o ainda é
pouco utilizada, porém, pode ser promissora e eficiente se utilizada nas 4reas contaminadas.
Este ¢ um método que pode ser aproveitado no mercado brasileiro, pois, o pais apresenta solos

e temperaturas favordveis”.

A respeito da estruturagdo de projetos de remediacdo, hd uma vasta disponibilidade
de textos publicados, por exemplo: USEPA (1990, 1991), Nyer (1992), Fetter (1993), Norris
(1994), Boulding (1995), Spilborghs (1997), Palma e Zuquette (1998) e Clu-in (2004). A

seguir, alguns conceitos relacionados a técnica de biorremediacio sdo revistos.

2.3.1 — Conceitos envolvidos na biorremediacao

2.3.1.1 — A¢do dos microrganismos

A tecnologia da biorremediagdo € baseada em processos nos quais ocorrem reagdes
bioquimicas mediadas por microrganismos. Em geral, um composto organico quando é
oxidado perde elétrons para um aceptor final de elétrons, que é reduzido (ganha elétrons). O
oxigénio comumente atua como aceptor final de elétrons quando presente e a oxidagcdo de
compostos orginicos com a reducio do oxigénio molecular é chamado de respiragdo aerdbia
heterotréfica. No entanto, quando o oxigénio ndo estd presente, microrganismos podem usar
compostos organicos ou fons inorginicos como aceptores finais de elétrons alternativos,
condi¢gdes estas chamadas de anaerdbias. A biodegradacdo anaerdbia pode ocorrer pela

desnitrificacdo, reducdo do ferro, reducdo do sulfato ou condi¢gdes metanogénicas

(CORDAZZO, 2000).

Nas condi¢des subsuperficiais encontram-se populacdes de microrganismos, as quais
geralmente sdo formadas por bactérias, fungos, algas e protozodrios (GHIORSE e WILSON,
1988). As bactérias na zona saturada variam com as caracteristicas especificas geoquimicas e
hidrogeolégicas do aqiiifero, sendo que, de maneira geral, embora existam bactérias
anaerdbias, as que predominam sdo as bactérias aerébias (CHAPELLE, 1993). Os principais

mecanismos de biotransformagdo de contaminantes orginicos em &dgua subterrdnea sao
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efetuados nos biofilmes, que sdo bactérias e polimeros extracelulares aderidos a subsuperficie
e que obtém energia e nutrientes durante o fluxo da dgua subterrinea (BITTON e GERBA,

1984).

A estrutura quimica dos poluentes orgdnicos tem uma profunda influéncia na
habilidade dos microrganismos metabolizarem estas moléculas, especialmente com respeito
as taxas e extensdo da biodegradacdo. Alguns compostos orginicos sdo rapidamente
biodegradados enquanto outros sdo recalcitrantes (ndo biodegraddveis). Hidrocarbonetos com
baixo a médio peso molecular e dlcoois sdo exemplos de compostos facilmente
biodegraddveis. Compostos xenobidticos (compostos quimicos fabricados pelo homem),
especialmente hidrocarbonetos halogenados, tendem a ser resistentes a biodegradacdo.
Geralmente, compostos ramificados e polinucleados sdo mais dificeis para degradar que
moléculas monoaromdticas ou com cadeias simples, e aumentando o grau de halogenacio da

molécula, diminui-se a biodegradabilidade (ALEXANDER, 1965 apud ATLAS, 1997).

A comunidade microbiana envolvida na degradacdo de compostos xenobidticos pode
ser dividida em dois grupos: os microrganismos primdrios e os secundarios. Os primdrios sao
aqueles capazes de metabolizar o substrato principal fornecido ao sistema, enquanto os
secunddrios ndo utilizam o substrato principal, porém, os produtos liberados pelos
microrganismos primarios. Este processo € denominado cometabolismo (BULL e SLATER,

1982 apud GRADY, 1985).

Maiores detalhes a respeito do metabolismo dos microrganismos que degradam

hidrocarbonetos podem ser encontrados em Alexander (1994), Kataoka (2001) e Melo (1997).

2.3.1.2 — Processos de biorremediagcdo “in situ”

Biorremediacdo “in situ” € realizada no préprio local, sem que haja remocao de
material contaminado. Isto evita custos e distirbios ambientais associados com o movimento
de solos e dguas que estdo contaminados para outros locais destinados ao tratamento. Os
produtos finais de uma biorremediagdo efetiva sdo dgua e gis carbonico, que ndo apresentam

toxicidade e podem ser incorporados ao ambiente sem prejuizo aos organismos vivos.

De acordo com paradmetros como origem dos microrganismos, adi¢io ou nao de
nutrientes, a biorremedicdo in situ pode ser realizada através de trés processos:

biorremediagdo intrinseca, bioestimulacdo e bioaumento (bioaugmentation) (ATLAS, 1997).
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- Biorremediagdo intrinseca (natural)

Uma nova abordagem para a descontaminacdo de solos e 4guas subterraneas,
chamada de remediacdo natural vem, recentemente, ganhando aceitag¢do, principalmente em
locais contaminados por derramamentos de derivados de petrdleo, como o que acontece em
postos de combustiveis. A remediacdo natural é uma estratégia de gerenciamento que se
baseia nos processos naturais de atenua¢do para remover ou conter Os contaminantes
dissolvidos na dgua. A atenuacdo natural refere-se aos processos fisicos, quimicos e
biolégicos que facilitam o processo de remediacdo de maneira global (WIEDEMEIR, 1996).
Dados obtidos em pesquisas de campo de vérios pesquisadores (BARKER et al., 1987;
CHIANG et al., 1989; CHAPELLE, 1994; DAVIS e KLIER, 1994) tém comprovado que a
atenuacdo natural limita o deslocamento dos contaminantes e, portanto, diminui a
contaminacdo ao meio ambiente. A remediacdo natural ndo ¢ uma alternativa de “nenhuma
acdo de tratamento”, mas uma forma de minimizar os riscos para a saide humana e para o
meio ambiente, monitorando-se o deslocamento da pluma e assegurando-se de que os pontos
receptores (pocos de abastecimento de dgua, rios, lagos) ndo serdo contaminados (CORSEUIL

e MARINS, 1998).

Ap6s a contaminagdo do lengol fredtico, os contaminantes se dispersardo em forma
de pluma e irdo deslocar-se, entretanto, o0 movimento da pluma pode ser atenuado por
processos de diluicdo, dispersdo, adsor¢do, volatilizacdo e biodegradagdo. O processo que
envolve as reacdes quimicas promovidas por microrganismos é chamado de biorremediag¢do
intrinseca ou natural, cujo conceito basico € o uso da capacidade de microrganismos
autéctones em degradar contaminantes que tenham sido derramados em subsuperficie sem
qualquer interferéncia de tecnologias ativas de remediacdo (BORDEN et al.,, 1995).
Dependendo das condicdes hidrogeoldgicas do local contaminado, a taxa da reacdo de
biodegradacao serd mais rdpida ou mais lenta, assim, a determinacdo da taxa de transformacao
é de grande importancia para se prever até onde a pluma ird se deslocar. Quando a taxa de
biodegradacdo for igual ou maior do que a taxa de deslocamento dos contaminantes, a pluma
deixara de se deslocar e diminuird de tamanho. Neste caso, se a fonte receptora nio fosse
atingida, ndo haveria a necessidade de implanta¢do de tecnologias ativas de remediacdo, e a

remediagdo natural seria a op¢do mais econdmica de recuperacio da érea.

Para que se possa demonstrar que a remediacdo natural é uma forma adequada de
descontaminacdo de hidrocarbonetos, € necessdrio que se faca uma completa caracterizacdo

hidrogeolégica da &drea contaminada, que se determine a magnitude e extensdo da
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contaminacdo e que se demonstre que a pluma nio ird migrar para regides de risco potencial.
Para tal, € necessario que se determine as taxas de migragcdo e reducdo de tamanho da pluma
por meio de estudos de campo e de laboratério. No entanto, se o processo natural de
atenuacgdo ndo evitar o deslocamento da pluma até locais de risco, tecnologias que aceleram a

transformacdo dos contaminantes devem ser implantadas (CORSEUIL e MARINS, 1997).

A biodegradacdo de hidrocarbonetos € essencialmente uma reacdo de oxi-redugdo
onde o hidrocarboneto € oxidado (doador de elétrons) e um aceptor de elétrons € reduzido. Ha
varios compostos que podem agir como aceptores de elétrons, tais como o oxigé€nio (O,),
nitrato (NOj3"), 6xidos de ferro (p.e. Fe(OH)3), sulfato (SO42'), dgua (H,O) e didxido de
carbono (CO,). A seguinte seqiiéncia de preferéncia de utilizagdo desses aceptores foi
observada: oxigénio > nitrato > 6xidos de ferro > sulfato > dgua. Esta seqiiéncia reflete a
diminui¢do do potencial de oxidagdo dos aceptores. Em geral, a cinética de oxidagdo dos
hidrocarbonetos € mais rdpida para aceptores de elétrons com potenciais de oxidacdo mais

altos (CORSEUIL e ALVAREZ, 1996).

O monitoramento da biorremediacdo intrinseca € baseado em um acompanhamento
da evolugdo temporal e espacial da concentra¢do de indicadores geoquimicos (p.e., pH, Eh,
OD, temperatura, aceptores de elétrons) na dgua subterranea. Resultados desse monitoramento
podem ser usados para identificar fatores que podem controlar a taxa de biodegradacdo bem
como identificar o processo microbiolégico de respiragdo (aerébia ou anaerdbia) em
diferentes por¢des da pluma de hidrocarbonetos dissolvidos. A diminui¢do da concentragdo de
oxigénio dissolvido (OD) na 4gua e um aumento da concentra¢io de diéxido de carbono sdao
indicativos de um processo aerébio de biodegradacio, enquanto que a produgdo de fons Fe**
ou diminuicdo de fons nitrato indicam a presenca de processos anaerébios. Um declinio do
potencial redox (Eh) de valores positivos para negativos reflete a mudanca de condigdes
oxidantes (favordveis aos microrganismos aerdbios) para condi¢des redutoras (melhores
condi¢des aos processos anaerdbios, que sdo mais lentos que os aerébios). Um aumento nos
valores de pH pode ser creditado ao consumo de fons H' durante a redugo de fons férricos ou
do nitrato (BORDEN et al., 1995). Os processos aerdbios e anaerdbios de biodegradacio sdo

melhor apresentados a seguir:
- Biodegradacao aerébia

Quase todos os hidrocarbonetos do petréleo sdo biodegradados sob condigdes
aerdbias. Oxigénio é um cosubstrato para a enzima que pode inicializar o metabolismo do

hidrocarboneto e por fim é utilizado como aceptor final de elétrons para a geracdo de energia
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(YOUNG, 1984). Em muitos casos, a maior limitacdo na biodegradacdo aerdbia em
subsuperficie ¢ a baixa solubilidade do oxigénio em 4gua. Por exemplo, a mineralizagdo

aerdbia do tolueno (C¢Hs-CHs) é representada pela seguinte equagao:
C6H5—CH3 +9 02 — 7 C02 + 4 HQO (2.1)

A 4gua saturada com ar contém de 6 a 12 ppm de oxigé€nio dissolvido. Por exemplo,
a completa conversdo do tolueno (e muitos outros hidrocarbonetos) para CO, e H,O requer
aproximadamente 3 g de O, por grama de hidrocarboneto. Usando-se essa taxa, o O, presente
na dgua pode resultar na biodegradacido de 2 a 4 ppm de hidrocarboneto através de processo
estritamente aerébio. Se a concentragdo de hidrocarboneto for maior que essa, a
biodegradacdo deve ser incompleta ou deve acontecer mais vagarosamente por processo
anaerébio (BROWN et al., 1994). A extensdo da biodegradacdo aerdbia é controlada pela
quantidade de contaminantes, a taxa de transferéncia de oxigénio para a subsuperficie e o
conteddo original de oxigénio no aqiiifero (BORDEN, 1994). Os tempos de meia vida, por
exemplo, do tolueno, podem variar entre 1 e 20 dias, dependendo da concentra¢do
microbioldgica ativa (ALVAREZ et al., 1991; CHEN et al., 1992; CHIANG et al., 1989;
WEBER e CORSEUIL, 1994), chegando a valores fora dessa faixa se também ocorrerem
limitagdes de transferéncia de massa (CORSEUIL e ALVAREZ, 1996).

- Biodegradacao utilizando o nitrato

Quando a quantidade de oxigénio diminui e nitrato estd presente (ou outras formas
oxidadas de nitrogénio), alguns microrganismos anaerébios facultativos utilizam nitrato
(NO3") ao invés de oxigénio como aceptor final de elétrons. Para o tolueno, este processo pode

ser aproximado pela seguinte equagéo:
C6H5-CH3 + 7,2 H' + 7,2 NO3 — 7 C02 + 7,6 HZO + 3,6 N, (22)

Os tempos de meia vida para o tolueno sob condi¢des desnitrificantes sdo maiores
que em condicdes aerdbias, tipicamente variando de 20 a 50 dias (ALVAREZ et al., 1994;
HUTCHINS et al.,, 1991b), mas podem ser mais curtos se a concentra¢do inicial de

desnitrificantes exceder 1 mg/l (CORSEUIL e ALVAREZ, 1996).

Nas ultimas décadas, pesquisadores descobriram que tolueno, etilbenzeno, xilenos,
naftaleno e uma variedade de outros compostos podem ser biodegradados usando nitrato
como aceptor final de elétrons (KUHN et al., 1988; HUTCHINS et al., 1991a; MIHELCIC e
LUTHY, 1991). Atualmente, hd algumas controvérsias sobre a biodegradabilidade do
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benzeno sob condi¢des desnitrificantes. Vérios trabalhos indicam o benzeno como sendo
recalcitrante (ndo biodegradavel) sob estas condi¢des (HUTCHINS et al., 1991a; KUHN et
al., 1988; SILVA et al., 2002) enquanto outros estudos indicam que o benzeno é degradado
(MAIJOR et al., 1988; KUKOR e OLSEN, 1989).

- Biodegradacdo utilizando o fon férrico

Uma vez que as quantidades de oxigé€nio e nitrato reduzem, os microrganismos
podem utilizar o fon férrico (Felll) como aceptor de elétrons. Grandes quantidades de ferro na
forma férrica estdo presentes em sedimentos de muitos agqiiiferos e esta pode ser uma
potencial fonte desse composto para a biodegradacdo. O ferro pode estar presente tanto em
minerais cristalinos ou amorfos. As formas que sdo mais facilmente reduzidas sdo as formas
amorfas e pouco cristalinas de hidréxidos, oxi-hidréxidos, e 6xidos de Fe (III) (LOVLEY,
1991). A reacdo hipotética da oxidacgdo do tolueno com a reducido do Fe (III) na forma de

hidréxido férrico (Fe (OH);) pode ser representada pela seguinte equacao:
C6H5-CH3 + 36 Fe (OH); + 2H" — 7 C02 + 36 Fe+2 + 94 HQO (23)

A reducdo do Fe (III) resulta em elevadas concentragdes de ion Fe (II) dissolvidos
em aqiiiferos contaminados. Lovley et al. (1989) descobriram que em um aqiiifero
contaminado por um derramamento de 6leo cru, a remogdo seletiva de benzeno, tolueno e
xilenos da pluma foi acompanhada por uma acumulagio de Fe (II) dissolvido e diminui¢do de
6xidos de Fe (III) nos sedimentos contaminados. Embora o exato mecanismo de redugao
microbiolégica dos fons férricos seja minimamente quantificado, as evidéncias disponiveis
sugerem que a reducdo do ferro é um importante mecanismo na biodegradacdo de

hidrocarbonetos dissolvidos (BORDEN et al., 1995).

Viérios microrganismos foram identificados por apresentarem a capacidade de
utilizacdo do fon férrico como aceptor de elétrons na oxidagdo de compostos aromaticos
incluindo o tolueno, fenol, p-cresol e benzoato (LOVLEY e LONERGAN, 1990; LOVLEY et
al., 1989).

- Biodegradacio utilizando outros aceptores

Pesquisas demonstram que uma ampla variedade de compostos organicos pode ser
biodegradada pela agcdo de microrganismos redutores de sulfato e/ou metanogénicos
(geradores de metano). Estes compostos incluem isdomeros de cresol (SMOLENSKI e

SUFLITA, 1987), hidrocarbonetos mono e poliaromdticos (BERRY et al, 1987),
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alquilbenzenos (GRBIC-GALIC e VOGEL, 1987) e hidrocarbonetos insaturados (SCHINK,
1985).

Redutores de sulfato podem potencialmente biodegradar o tolueno usando sulfato

através da reagdo representada na seguinte equacdo (BELLER et al., 1992):
CeHs-CH3 + 4,5S04% + 3H,0 — 225H,S+ 2,25HS +7HCO;" + 025H* 2.4)

Este processo € relativamente lento e, quando ocorre, usualmente acontece no centro
da pluma, longe das bordas ndo contaminadas (aerébias) da dgua subterrinea (CORSEUIL e

ALVAREZ, 1996).

Um consércio metanogénico (grupo de microrganismos que geram metano) pode
potencialmente biodegradar o tolueno (processo lento) usando dgua como aceptor de elétrons

mediante a reac¢do representada na seguinte equacao:
CeHs-CH3 + SH,O — 4,5CHs+ 2,5CO;, (2.5)

Atualmente, poucos estudos de campo tém examinado o efeito dos mecanismos
metanogénicos e os redutores de sulfato na biodegradacdo de hidrocarbonetos dissolvidos na
dgua subterrdnea. Enquanto hé vérios estudos sobre a biodegradacdo do tolueno via redugdo
do sulfato (BELLER et al., 1992) e metanogenises (GRBIC-GALIC e VOGEL, 1987), a
extensdo e significAncia da biodegradacdo de hidrocarbonetos em agqiiiferos rasos por esses
processos sdo minimamente quantificadas. Esta falta de informacdo deve ser causada
parcialmente pelas caracteristicas desses microrganismos. Consdrcios sulfato-redutores e
metanogénicos sdo conhecidos por serem sensiveis a variagdes das condi¢des ambientais
como a temperatura, nutrientes inorganicos (nitrogé€nio, fésforo e tracos de metais),
contaminantes ¢ pH (ZEHNDER, 1978). Um ndo balanceamento em qualquer desses fatores

pode reduzir a taxa e a extensio da biodegradacdo anaerébia (BORDEN et al., 1995).

- Bioestimulacdo

A bioestimulacio de populacdes de microrganismos autdctones com o objetivo de
aumentar as taxas de biodegradacio ¢é freqiientemente empregada em projetos de
biorremediagdo (ATLAS, 1997). Para se utilizar o processo de bioestimulagdo, deve-se
demonstrar que existe no local contaminado uma populacdo natural de microrganismos
capazes de biodegradar os contaminantes presentes e que as condi¢des ambientais sdo

insuficientes para se obter altas taxas de atividade microbioldgica dessa populacdo. Medidas

das propriedades fisicas e quimicas de amostras do local podem revelar as limitagdes fisico-
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quimicas para a atividade microbioldgica, a qual pode entdo ser modelada para indicar os

fatores criticos limitantes (RAMASWAMI e LUTHY, 1997).

Algumas limita¢des naturais comuns a biodegradacdo de poluentes sdo: altos niveis
de concentragdo de poluentes, falta de oxigénio, pH desfavordvel, falta de nutrientes minerais,
baixa umidade e temperaturas desfavoraveis. Uma variedade de métodos que modificam as
condi¢des ambientais podem ser utilizados para melhorar as taxas das atividades
biodegradadoras da populagdo microbioldgica autéctone. Uma vez que as condi¢des naturais
limitantes sdo corrigidas, a distribuicdo natural existente de microrganismos permite, em

muitos casos, um enriquecimento espontianeo de microrganismos apropriados.

A disponibilidade de oxigénio molecular tem um profundo efeito na biodegradacdo
de varios compostos. Limitacdo de oxigénio € um problema freqiiente na biorremediacdo “in

situ” de hidrocarbonetos e outros poluentes que sdo biodegradados em condicdes aerdbias.

O fornecimento de oxigénio para a dgua subterrdnea pode ser efetuado de vérias
formas. O uso de difusores de ar comprimido € limitado, pois, esse método ndo fornece
oxigénio acima de 8-10 ppm. Esses valores podem ser elevados para 40-50 ppm se for
utilizado oxigénio puro, porém, além de ser anti-econdmico, nessas concentracdes o oxigénio
pode ser perdido da solucdo antes de ser utilizado pelos microrganismos (BROWN et al.,

1994).

A adicdo de solucdes diluidas de peréxido de hidrogénio com formulagdes
apropriadas e estdveis pode ser usado como fonte de oxigénio para a biodegradacdo de
hidrocarbonetos (API, 1987, BERWANGER e¢ BARKER, 1988; BROWN et al., 1994,
BROWN et al., 1985; THOMAS et al., 1987; YANIGA e SMITH, 1984). Para se evitar a
formacdo de bolsdo de gis e a toxicidade microbioldgica, a concentracio pratica de peréxido
de hidrogénio na dgua injetada é mantida aproximadamente em 100 ppm (BROWN et al.,

1994; YANIGA e SMITH, 1984).

A biorremediacdo “in situ” baseada na injecdo de ar € extensivamente usada no
tratamento da dgua subterrinea (BRUBAKER, 1995; HINCHEE, 1994). Air sparging é uma
tecnologia que pode ser utilizada para remover compostos voléteis da subsuperficie ou para
induzir a biodegradagdo aerébia na zona vadosa (bioventing) ou na saturada (biosparging).
Durante o air sparging, ar é injetado na zona saturada, usualmente abaixo da zona
contaminada. Compostos volateis dissolvidos na dgua subterranea e sorvidos nas particulas do

solo sdo particionados para a fase advectiva de ar e sdo transportados para a zona vadosa. Os
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compostos volatilizados podem entdo ser coletados da zona vadosa por um sistema de
extracdo de vapores. O air sparging pode ser muito efetivo em providenciar oxigénio para
microrganismos aerdbios. Estes microrganismos sao naturalmente encontrados nas &dreas
contaminadas e sdo freqilentemente capazes de oxidar uma ampla gama de compostos
organicos, incluindo compostos semivolateis, que nio sdo removidos por volatilizacdo. Além
disto, microrganismos aerdébios tém demonstrado capacidade em oxidar compostos

halogenados como os mono e poliaromdticos halogenados.

Enquanto a disponibilidade de oxigénio pode limitar severamente a biodegradacdo de
hidrocarbonetos, outros compostos sdo mais rapidamente degradados sob condi¢des
anaerdbias. Consideragcdes termodindmicas e experi€ncias préticas indicam que a descloragdo
de hidrocarbonetos halogenados € favorecida em condi¢des anaerdbias (SUFLITA et al.,
1982). Para a biorremediacdo de compostos altamente clorados, tratamentos alternando
condig¢des anaerdbias e aerdbias podem ser a melhor solugdo priatica (ABRAMOWICZ, 1990;
UNTERMAN, 1996).

A concentragdo de vérios nutrientes também pode limitar as taxas de biodegradacao.
Os microrganismos necessitam dos macronutrientes para sintetizar componentes celulares,
como o nitrogénio para aminodcidos e enzimas, o fosforo para o ATP e o DNA, enxofre para
algumas proteinas e coenzimas, célcio para estabilizar a parede celular ¢ magnésio para
estabilizar os ribossomos. Uma razdo de C:N:P de 30:5:1 é geralmente suficiente para
assegurar o crescimento microbiano no aqiiifero (PAUL e CLARK, 1989). Microrganismos
também necessitam de micronutrientes para realizar certas atividades enzimdticas. Em geral,
os minerais do aqiiifero contém quantidade suficiente desses nutrientes para suportar a
atividade microbiana. Apesar disso, andlises geoquimicas e ensaios laboratoriais de
biodegradacdo devem ser feitos para verificar se a quantidade de nutrientes inorganicos

presentes € suficiente para o sucesso da biorremediacdo (CORSEUIL e ALVAREZ, 1996).

Microrganismos requerem principalmente nitrogénio e fosforo para incremento de
biomassa, assim, a disponibilidade desses nutrientes na drea contaminada é um fator critico
para a biodegradacdo. Sob condi¢des onde a deficiéncia de nutrientes limita a biodegradacio
dos hidrocarbonetos, os efeitos benéficos da fertilizacdo com esses nutrientes t€m sido
demonstrados (PRITCHARD e COSTA, 1991). As formas de fésforo mais utilizadas para
recuperacdo de aqiiiferos sio os sais de ortofosfato e polifostato. Em relagdo ao nitrogénio, as
formas mais utilizadas sdo os sais de amonio (cloreto de amdnio), pois, essa forma é a mais

utilizada no metabolismo microbiano (CASARINI e SPILBORGHS, 1992).
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O transporte de nutrientes bem como de outras substincias que devem ser levadas até
um agqiiifero contaminado, freqiientemente tem sido o fator limitante para o processo de
biorremediagdo (THOMAS e WARD, 1989). Normalmente essas solugdes sdo introduzidas
no aqiiifero por meio de técnicas convencionais de injecdo (WARD et al., 1988). Entretanto, a
hidrogeologia do aqiiifero geralmente dificulta esse transporte fazendo com que ele ndo

ocorra de maneira uniforme (MERCER e COHEN, 1990).

Devlin e Barker (1994) descreveram em seu estudo em sistema semi-passivo para
introduzir solucdes no aqiiifero, de maneira que as solucdes injetadas consigam se misturar e

se espalhar completamente pela 4gua do aqiiifero.

Dey (1991) remediou um agqiiifero arenoso contaminado com 31800 L de gasolina
proveniente de vazamento de tanque de armazenamento subterrdneo. O vazamento
contaminou 1530 m’ de solo, atingindo também a dgua subterrnea. Para a remediagio do
local foi usado um plano integrado utilizando as tecnologias de extracdo de organicos volateis
(bioventing) com adicdo de nitrogénio e fdsforo para biodegradar os hidrocarbonetos
adsorvidos e para remediar a 4gua subterrdnea foi utilizada uma tecnologia ex-situ através de
uma coluna de aeragdo (air stripping). A operagdo no sistema integrado durou 18 meses e no
final obteve-se uma remocao de 15300 Kg de gasolina representando 73 % do total vazado. A
extracdo de hidrocarbonetos volateis combinada com o bioventing removeu grande parcela

dos hidrocarbonetos poucos soliveis retidos no solo.

Segundo Wilson e Brown (1989), o sistema de injecao de nutrientes e oxigénio deve
ser projetado visando a transferéncia de massa para dentro e para fora da drea contaminada.
Assim, o sistema pode ser passivo, onde existe apenas um po¢o de injecdo de nutrientes e
oxigénio na pluma de contaminacdo ou dindmico, onde existem pogos de injecdo e extracao
sendo os nutrientes e o oxidante misturados em tanques na superficie. A vantagem do sistema
dindmico € que se pode criar um gradiente hidrdulico para se controlar o fluxo de nutrientes e

conter a pluma de contaminagao.

De acordo com Corseuil (1994), outro fator que deve ser considerado como limitante
da biorremediacdo é a presenca de biomassa autdctone insuficiente para a degradacdo dos
contaminantes. Baixas popula¢des de microrganismos tipicamente presentes em sistemas
subsuperficiais podem resultar em significantes periodos de retardos antes do inicio
mensuravel da biodegradacdo, mesmo em condic¢des favordveis de oxigé€nio e nutrientes. O
autor observou que estes retardos, os periodos para o desenvolvimento da populacio,

variaram inversamente com o nimero de microrganismos contaminante-especificos
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inicialmente presentes no solo do agqiiifero, o que sugere a necessidade da obtencdo de
concentracdes criticas de biomassa. Embora esta dltima afirmag¢do nfo seja novidade, ela é
raramente abordada de forma adequada em aplicagdes de biotecnologia para a remediacio
subsuperficial in-situ. Estas aplicacdes geralmente focalizam o estabelecimento de condi¢des
apropriadas de receptor de elétrons e de nutrientes, € assumem um desenvolvimento garantido
de suficientes populagdes microbianas. Esta pode ndo ser uma pritica apropriada e mais
atencdo deve ser dada a possivel necessidade de se aumentar as populacdes microbianas
autéctones para assegurar que as concentragdes de biomassa sejam suficientemente altas para

a confirmacao das taxas de degradacdo do contaminante.
- Bioaumento (“bioaugmentation’)

A introducdo de microrganismos ndo indigenos (aldctones) pode ser considerada em
locais, onde apds a contagem das bactérias heterotréficas totais e fungos, foi identificada uma
insuficiéncia de microrganismos indigenos (autdctones) para a biodegradagdo do residuo
perigoso em questdo, mesmo apds a tentativa da bioestimulacdo (SPILBORGHS, 1997).

7

O bioaumento € um processo de biorremediacdo que utiliza microrganismos
aloctones muitas vezes encontrados em produtos biotecnolégicos comercializados. Esse
processo € necessdrio quando um local contaminado nfo possui ou possui em quantidades
insuficientes os requisitos necessdrios para que o processo de degradacdo ocorra. Assim, essa
técnica tem como objetivo acelerar ou estimular a biodegradacgdo através da intensificagdo do

crescimento microbiano tanto quanto também pela otimiza¢do do ambiente em questao.

O bioaumento, quando bem utilizado, pode acelerar a biodegradacio do

contaminante, devendo, entretanto, serem considerados os seguintes aspectos:

- Aprovacdo do 6rgdo ambiental: o produto biotecnoldgico antes de sua utilizagdo deve
ser identificado, caracterizado e testado em sua toxicidade e ecotoxicidade, bem como
comprovada a sua eficiéncia e inocuidade ao ambiente. No Estado de Sao Paulo, a
CETESB homologou norma técnica especifica para esta avaliagdo (CETESB, 1994a) e
no ambito federal foi publicada uma legislacdo especifica (BRASIL, LEIS, etc., 1995),
constituindo a CTNBIO (Comissao Técnica Nacional de Bioseguranca) que define os
critérios para utilizacdo de microrganismos geneticamente modificados. A Resolucio
Conama 314 de 2002 disciplina o registro de produtos com a finalidade de biorremediar

solos afetados por vazamentos de petrdleo e seus derivados.
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- Os microrganismos aplicados devem atuar em sinergismo com as espécies autdctones,

sem interferir nos processos biogeoquimicos naturais.

Leavitt e Brown (1994) fizeram um estudo comparativo entre a bioestimulacio e o
bioaumento para um caso de tratamento de solo contaminado com 6leo cru, empregando, em
um caso, microrganismos autdctones e, no outro, cultura comercial com mistura recomendada
de nutrientes. Concluiram que, para algumas aplicacdes, a bioestimulacdo de microrganismos

autdctones é a melhor escolha, considerando custo e desempenho.

Bento et al. (2003) avaliaram a biodegradacdo de hidrocarbonetos de petréleo em
solos contaminados com 6leo diesel através da biorremediacdo intrinseca, bioestimulacio e
bioaumento. O bicaumento apresentou a maior degradacio e a biorremediacdo intrinseca foi
mais efetiva do que a bioestimulacdo. O melhor desempenho para a biorremediagdo do solo
contaminado com diesel foi obtido quando foram adicionados microrganismos pré-

selecionados do préprio ambiente contaminado.

Segundo a Applied Biotreatment Association (APS, 1989 e 1990) o bioaumento nio
tem se mostrado necessdrio nem Uutil para tratamento de locais contaminados com
hidrocarbonetos de petréleo, pois, estes locais ja apresentam populagdes suficientes de
microrganismos autéctones capazes de biodegradar essas substincias. Atualmente vdrias
misturas comerciais de microrganismos sdo vendidas com esse objetivo, contudo, a baixa

eficiéncia desse processo e o alto custo ndo justificam essa prética.

A utilizagcdo de produtos biotecnolégicos ndo deve ser interpretada como a solugido
de todos os problemas de poluicdo, sendo que os processos convencionais, como 0s ji
estabelecidos, devem ser os mais utilizados quando o contaminante é degraddvel e ndo téxico.
Esta biotecnologia estd sendo desenvolvida com vista aos contaminantes recalcitrantes e
complexos, como organoclorados e pesticidas, ou casos especificos onde um resultado mais
rapido € necessdrio (SPILBORGHS, 1997; MACHADO, 1998; SILVA, 1999 e MATHEUS,
2003).

2.3.1.3 — Caracterizagdo do local para implementagdo da biorremediagdo “in situ”

Para o projeto e implantacido do plano de biorremediagdo “in situ”, o local deve ser
caracterizado do ponto de vista fisico, quimico e bioldgico. Muitas dessas caracteristicas sdo

genéricas para todos os processos de biorremediagdo (USEPA, 1992).
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- Caracteristicas fisicas

* distribuicdo espacial da contaminagdo, especialmente a distribuicdo da fase ndo

aquosa (NAPL), a origem do residuo e a geometria da pluma;
* hidrogeologia, direcdo e velocidade do fluxo da dgua subterranea, heterogeneidades
e zonas impermedveis do sedimento;
* temperatura.
- Caracteristicas quimicas

e composi¢do da contaminagdo, incluindo contaminantes que ndo sejam

hidrocarbonetos, mas que podem interferir no processo;

* qualidade da 4dgua subterrnea, especialmente o potencial redox, receptores de

elétrons, pH e produtos de degradagdo;
* propriedades de adsorc¢do do sedimento.
- Caracteristicas bioldgicas

e presenca de microrganismos vidveis, especialmente degradadores de

hidrocarbonetos, em zonas contaminadas € ndo contaminadas;

* potencial de biodegradacio e taxas de degradacao.

2.3.1.4 — Condicdes hidrogeoldgicas que influenciam a biorremediacdo

A seguir sdo listadas algumas condicdes hidrogeoldgicas que devem ser analisadas

antes da implementacdo da biorremediacdo (USEPA, 1992).

- Permeabilidade do solo e materiais de subsuperficie

Quanto maior a permeabilidade mais facil é a distribuicdo dos nutrientes e do
receptor de elétrons no solo contaminado e na dgua subterrinea. Evidentemente, estas

condig¢des tendem a ampliar a extensdo da contaminacao.

28



Revisdo da Literatura

- Tipo de solo

Como a permeabilidade, o tipo de solo afeta o grau de adsor¢do de contaminantes e
nutrientes. Areia e cascalho sdo os materiais mais favordveis para o transporte de nutrientes;

argilas s@o os menos favoraveis.

- Profundidade do nivel d’dgua

A profundidade do nivel d’dgua ndo deve ser considerada tanto como um fator
favordvel ou desfavordvel a biodegradac@o, mas pode interferir em sistemas de bombeamento

da fase livre e inje¢do de nutrientes.

- Concentrag¢do de minerais

Os nutrientes basicos exigidos para o desenvolvimento microbiano sio o nitrogénio,
fésforo, enxofre e, em baixo nivel, diversos metais (Fe, Mn, etc.), podendo variar de acordo
com o poluente. De qualquer forma, a dissolucdo da rocha matriz geralmente libera alguns
minerais, portanto, é improvavel que estes estejam completamente ausentes (McNABB e

DUMLAP, 1975 apud SPILBORGHS, 1997).

Alguns metais pesados podem estar presentes em aqiiiferos em concentracdes
suficientemente altas para inibir a atividade microbiolégica. Por exemplo, ndo é incomum a
presenga de metais pesados potencialmente toxicos como Pb, Hg, Cd e Cr. Quantidades tragos
destes metais sao necessdrias para os objetivos nutricionais dos microrganismos, mas estes
metais podem ser prejudiciais a vida microbiana se presentes na agua subterrdnea em
concentracdes maiores que 1 mg/L. Embora a gasolina brasileira ndo tenha chumbo, anélises

geoquimicas com amostras representativas do aqiiifero devem ser realizadas para verificar a

auséncia dessas substancias inibitérias (CORSEUIL e ALVAREZ, 1996).

- Potencial Redox (Eh)

A concentragdo de oxigénio é um dos pardmetros mais importantes dentro dos
processos microbioldgicos, o qual é usualmente medido através do potencial redox (Eh, em
mV). O potencial redox do solo € afetado pela profundidade abaixo da superficie e a taxa de
difusdo de oxigénio, que é determinada pelo tamanho e nimero de poros preenchidos por ar,
que é fungdo da textura, pH, teor de 4agua no solo, presenca de carbono orginico e

microrganismos (CASARINI e SPILBORGHS, 1992). Os microrganismos aerdbios do solo e
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aqiiffero requerem um potencial redox em torno de 800 mV para as suas reacdes, enquanto

que os anaerébios requerem Eh de —240 mV (a 25°C e pH 7) (BITTON e GERBA, 1984).

_pH

Enzimas sdo polimeros de aminodcidos e suas atividades requerem um grau de
protonagdo adequado dos aminodcidos. Este processo € controlado pelo pH. O pH 6timo para
a acdo dos microrganismos ¢é usualmente préximo da neutralidade, mas muitos
microrganismos presentes em agqiiiferos podem agir sem prejuizos de suas fungdes para
valores de pH entre 5 e 9 (CORSEUIL e ALVAREZ, 1996). A 4gua subterranea € tipicamente
bem tamponada dentro destes limites, assim, os requerimentos microbioldgicos referentes ao

pH s@o geralmente atendidos (CHAPELLE, 1993). Contudo, em locais onde o pH tem sido

alterado pela acdo do homem, a biodegradabilidade é comumente prejudicada.

- temperatura

7

A temperatura é um dos fatores ambientais mais importantes que influenciam a
atividade e a sobrevivéncia dos microrganismos (CORSEUIL e ALVAREZ, 1996). Baixas
temperaturas diminuem a fluidez e a permeabilidade da membrana celular, que controla o
transporte de nutrientes (e contaminantes) entre o meio exterior e o interior da célula
microbiana. Altas temperaturas sdo associadas com atividades enzimdticas mais altas e taxas
de biodegradacdo mais rdpidas, até um valor que é especifico de cada espécie. Nesta faixa,
por exemplo, a taxa de biodegradacdo dos BTEX pode triplicar em fun¢ido de um aumento de
temperatura em 10 °C (CORSEUIL e WEBER, 1994). Se a temperatura aumenta muito acima
do valor 6timo, proteinas, enzimas e dcidos nucléicos tornam-se desnaturados e inativos. A
temperatura dos primeiros 10 m de subsuperficie pode variar sazonalmente; contudo, entre 10
e 100 m de profundidade, a temperatura se aproxima da média anual da regido (LEE et al.,
1988). As dguas subterraneas no Brasil tipicamente variam entre 20 a 25 °C, que sdo valores

muito favordveis a biorremediacdo.

2.4 — Biodegradabilidade dos hidrocarbonetos BTEX

Os BTEX estdo presentes em combustiveis como a gasolina e em menor quantidade
no Oleo diesel. Estes compostos apresentam maior solubilidade em &4gua que os outros
constituintes de combustiveis automotivos, portanto, sdo 0s contaminantes que estardo em

maior quantidade na dgua subterrinea quando os poluentes atingirem o lengol fredtico, e
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devido aos efeitos maléficos a saide humana causados por esses compostos é de fundamental

importancia estudar a capacidade de microrganismos promoverem a sua degradacao.

A habilidade de microrganismos degradarem BTEX ¢é conhecida desde 1908, quando
Stormer isolou a bactéria Bacillus hexabovorum que apresentou capacidade de crescer
aerobiamente em meio contendo tolueno e xileno. A existéncia de degradadores de BTEX ¢
fato largamente aceito, além disso, estes microrganismos estdo amplamente distribuidos. A
capacidade de microrganismos naturais do solo em degradar BTEX foi primeiro demonstrada
por Gray e Thornton em 1928. Estes pesquisadores encontraram, entre 245 espécies de
bactérias presentes em amostras de solos ndo contaminados, 146 capazes de degradar
hidrocarbonetos (GIBSON e SUBRAMANIAM, 1984 apud CORSEUIL e ALVAREZ,
1996).

Na biodegradacdo do BTEX, como de outras substincias, é necessario que haja uma
indu¢do de enzimas degradadoras apropriadas. Este processo envolve a ativagcdo de regides
especificas do genoma bacteriano. Quando alguns substratos alvos estdo presentes, as
bactérias iniciam reagdes bioquimicas em cascata que resultam na transcricio de genes
(plasmidios) que codificam a sintese das enzimas necessarias para degradar o composto alvo.
Com relagcdo a degradacdo do BTEX, muitas enzimas requerem inducio, e o indutor (p.e.
tolueno) deve estar presente em concentracdes mais altas que o limite minimo de inducdo
(LINKFIELD et al., 1989). Em geral esse limite é bastante baixo e a induc¢do de enzimas
dificilmente é um fator limitante na biorremediacdo de BTEX. Além disto, contaminagdes de
BTEX sao geralmente descobertas varios anos apés a ocorréncia do vazamento, e significante
aclimatacdo microbioldgica e inducdo de enzimas pode ocorrer durante este periodo

(CHAPELLE, 1993).

Alguns estudos com Pseudomonas putida identificaram vias metabdlicas dedicadas
aos componentes benzeno, tolueno e p-xileno. Lee et al. (1994) provaram que a via de
metabolizagdo do tolueno, codificada pelo plasmidio TOL, em misturas desses compostos,
ndo utiliza o benzeno como substrato. A degradacdo do tolueno € iniciada com uma oxidagao
e podem ser formados cinco diferentes produtos de oxidagdo por P. putida contendo tolueno
2,3-dioxigenase, uma enzima que oxida o anel aromatico do tolueno incorporando 1 d&tomo de
oxigénio molecular. Nesta reacdo, tolueno cis-dihidrodiol, um intermedidrio formado, ¢é
convertido no ciclo de Krebs (PARALES et al., 2000). Xilenos podem também sofrer a
mesma reacdo oxidativa para o benzil-4lcool e entdo para um intermediério do ciclo de Krebs.

Somente a via codificada pelo plasmidio TOD pode utilizar benzeno como substrato.
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Nos ensaios de biodegradacdo de Otenio (2000), foi testada a acdo da bactéria
Pseudomonas putida CCMI 852, isolada de uma estacio de tratamento de esgoto doméstico,
sobre benzeno, tolueno e xilenos, individualmente e suas misturas. Os resultados confirmaram
a caracterizacdo genotipica da bactéria, avaliando a presenca do plasmidio TOL, que
possibilita o metabolismo de tolueno e xilenos e suas misturas, e ndo metabolismo do
benzeno. O trabalho ainda concluiu que a presenca do benzeno nas misturas inibe a acdo da

bactéria sobre os substratos tolueno e xilenos.

Quando células bacterianas foram expostas a misturas de compostos aroméaticos
presentes em concentragdes iguais, as vias de degradacdo foram modificadas
substancialmente, comparando-se com os dados obtidos quando os substratos estavam
individualizados. Os compostos BTEX foram degradados na seguinte seqii€ncia: etilbenzeno,

tolueno, benzeno e xilenos (DEEB e ALVAREZ-COHEN, 1999).

Substratos facilmente biodegradaveis presentes em adi¢do ao BTEX podem ser
utilizados preferencialmente e com isso limitar a inducdo de enzimas degradadoras de BTEX.
Este pode ser um fato importante no Brasil, onde a gasolina automotiva contem 22% de
etanol, um substrato facilmente degraddvel. Neste caso, uma fase inicial de adaptagdo (fase
lag) pode ser observada, durante a qual o etanol € degradado antes que qualquer

biodegradacao significante de BTEX ocorra.

Para Corseuil e Marins (1997) e Barker et al. (1987), todos os dlcoois primdrios
podem ser biodegradados em preferéncia ao BTEX e consumir o oxigénio disponivel, além de

ser toxico ou inibitdrio ao crescimento dos microrganismos degradadores de BTEX.

Hubbard et al. (1994) realizaram experimentos com trés tipos de combustiveis: (/)
100% gasolina — para o controle, (2) 10% MTBE e 90% gasolina e (3) 85% metanol e 15%
gasolina, que foram adicionados a dgua subterrinea. Ao final de 16 semanas de experimento,
93% e 88% dos BTEX foram degradados no controle e na pluma de gasolina com MTBE,
respectivamente, ao passo que apenas 69% dos BTEX na pluma de metanol com gasolina

desapareceram.

Concordando com a experiéncia anterior, Santos (1996) verificou a degradacdo
preferencial do etanol por parte dos microrganismos, com isso retardando a degradagdo dos
compostos BTEX. Em seu experimento, uma amostra do contaminante puro foi totalmente
consumida em menos de quatro dias, ao passo que misturado a uma grande concentracdo de

etanol (300 mg/1), em doze dias ndo foi verificado biodegradacgao significativa.
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Corseuil e Kulkamp (2003) investigaram a atenuag@o natural em um derramamento
controlado de etanol e diesel. Resultados mostraram que o etanol presente na dgua subterranea
agia como consumidor de aceptores de elétrons e nutrientes que poderiam estar disponiveis
para a bioatenuacdo dos compostos mono e poliaromdricos. Indicadores geoquimicos
mostraram que degradagdo aerdbia, reducdo de ferro e metanogénese eram os principais
processos bioldgicos responsdveis pela degradagdo do etanol. Enquanto o etanol estava sendo
degradado, a concentracdo aquosa de BTEX e PAHs ainda estava aumentando perto da fonte
do vazamento. Degradagao preferencial do etanol foi indicada pelo aumento da concentragao
de acetato e diminui¢do do pH em uma ordem de magnitude. A presenga de grande
quantidade de metano apds 540 dias de contaminag¢do mostra que as plumas de BTEX e PAHs
podem ter uma longa fase lag antes da biodegradagdo e tornar-se o mecanismo de atenuagdo
desses compostos. Esta fase lag na drea contaminada antes da biodegradagdo é dependente
ndo somente da taxa de degradacdo do etanol, mas também de seus subprodutos acetato e

metano.

Chiang et al. (1989), num estudo de biodegradacdo aerébia de BTEX num agqiiifero
arenoso raso, reforcaram a idéia de que a quantidade de BTEX na 4dgua subterrinea estd
diretamente relacionada com a disponibilidade de oxigénio dissolvido. Observaram que
quando a concentracdo de oxigénio dissolvido era maior que 0,9 ppm a concentracdo de

BTEX estava ausente.

Spilborghs (1997) verificou em sistema de microcosmo o comportamento de um
vazamento de gasolina na subsuperficie. Através do sistema de biorremediacdo air sparging
todos os compostos BTX foram degradados num periodo maximo de 126 dias. As
concentracdes iniciais desses compostos eram de 289 mg/L de benzeno, 308 mg/L de tolueno
e 230 mg/L de xilenos. O tolueno foi biodegradado mais rapidamente (98 dias) seguido do

benzeno (112 dias) e finalmente os xilenos.

Outras pesquisas também foram realizadas analisando-se a biodegradag¢dao de BTEX
em condicdes anaerdbias. Hutchins et al. (1991c) num estudo de otimizacdo da degradacio de
BTEX sob condi¢des desnitrificantes, efetuaram testes em laboratério com amostras vindas de
um agqiiifero da cidade de Traverse, em Michigam. Neste estudo foram criados microcosmos
onde foram adicionadas diferentes concentracdes de nitrato e nutrientes a substratos com um
ou mais hidrocarbonetos. Os resultados mostraram que tolueno, etilbenzeno, m-xileno e p-
xileno foram degradados até concentragdes abaixo de 5 pg/L. quando presentes como Unica

fonte de substrato. O isdmero o-xileno foi recalcitrante quando presente como dnica fonte de
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substrato, mas foi degradado vagarosamente na presenca de outros hidrocarbonetos. O
benzeno nao foi degradado dentro de 1 ano, mesmo quando em combinagdo com tolueno,
fenol ou catecol. Esse estudo mostrou uma variedade de condicdes ambientais com taxas
relativamente independentes das concentragdes de nutrientes. Entretanto, os dados mostraram

que o benzeno € recalcitrante sob condicdo estritamente anaerdbia.

Uma avaliagdo da biorremediacdo usando oxigénio, nitrato ou 6xido nitroso como
receptor de elétrons (HUTCHINS et al., 1991b) foi efetuada em microcosmos preparados com
material de aqiiiffero contaminado com hidrocarbonetos monoaromaticos. Os resultados
mostraram que benzeno e alquilbenzeno foram degradados dentro de 7 dias sob condi¢des
aerdbias, enquanto que somente o alquilbenzeno foi também degradado na presencga de nitrato

e 6xido nitroso.

Hutchins et al. (1992) estudaram em laboratério a biodegradacdo de BTEX em
colunas preenchidas com material de aqiiifero sob condi¢des microaerofilicas e de
desnitrificacdo. Foram estudadas trés colunas, a primeira sob condi¢do microaeréfila, a
segunda sob condi¢do microaerdfila mais nitrato e a terceira somente com nitrato. Os
resultados mostraram que os alquilbenzenos podem ser degradados sob condicdo de
desnitrificacdo, sempre que o ambiente for microaeréfilo. O benzeno pode ser degradado sob
condi¢do microaerdfila, mas se mostrou recalcitrante no tratamento apenas com nitrato. Nao
foi apresentado nenhum efeito adverso com a adicdo de nitrato em ambientes microaeréfilos,
indicando que a mistura oxigénio/nitrato pode ser usada para a biorremediacdo de aqiiiferos
contaminados com BTEX. Os resultados mostraram que o nitrato foi necessario para uma boa

remocdo de TEX embora alguma remocao ocorra sem adi¢do de nitrato.

2.5 — Microrganismos degradadores de hidrocarbonetos

Os microrganismos sdo os principais agentes responsaveis pela ciclagem do carbono
na natureza. Em muitos ecossistemas existe uma comunidade autdctone de microrganismos

capazes de degradar hidrocarbonetos (hidrocarbonoclésticos) (KATAOKA, 2001).

Os primeiros estudos da utilizacdo de hidrocarbonetos por microrganismos foram
realizados por Sohnger e Kaserer em 1906 (BUSHNELL e HAAS, 1941). Em 1913, Sohnger
relatou que gasolina, querosene, parafina e 6leo de parafina poderiam ser oxidadas a CO,,
dgua e tracos de dcidos orgdnicos por microrganismos. Os microrganismos estudados

pertenciam principalmente aos gé€neros Mycobacterium e Pseudomonas.
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Gray e Thornton (1928) isolaram varios organismos capazes de decompor compostos
aromdticos como naftaleno, tolueno, cresol e fenol pertencentes aos seguintes géneros:

Micrococcus, Mycobacterium, Bacterium, Bacillus e Spirillum.

A habilidade em degradar hidrocarbonetos nao € restrita a apenas alguns géneros de
microrganismos, pois, vdrios grupos de bactérias, fungos e actinomicetos tém mostrado

possuir essa capacidade (KATAOKA, 2001).

Zobell (1946a), em uma extensa revisdo sobre a agdo dos microrganismos nos
hidrocarbonetos, descreveu que muitas espécies t€ém a habilidade de utilizar hidrocarbonetos
como Unica fonte de carbono e energia e que estes microrganismos estio amplamente
distribuidos na natureza. Observou o autor que mais de 100 espécies de 30 géneros

microbianos foram capazes de utilizar hidrocarbonetos.

Komagata et al. (1964) examinaram cerca de 500 espécies de leveduras quanto a
capacidade de utilizar hidrocarbonetos. Destas, 56 espécies possuiam esta capacidade, sendo
que a maioria delas pertencia ao género Candida. Ahearn et al. (1971) isolaram espécies de
Candida, Rhodosporidium, Rhodotorula, Sacharomyces, Sporobolomyces e Trichosporom,

todas capazes de metabolizar hidrocarbonetos.

Gutnick e Rosenberg (1977) postularam 3 caracteristicas essenciais para a utilizacio

de hidrocarbonetos pelos microrganismos:

- um sistema eficiente de absor¢do de hidrocarbonetos com sitios especiais de
ligagdo e/ou producdo de substincias emulsificantes para o transporte do

hidrocarboneto ao interior da célula;
- enzimas oxigenases especificas;
- especificidade induzida — resposta positiva do organismo ao hidrocarboneto.

Deste modo, os vdrios meios que 0os microrganismos tém desenvolvido a fim de
solucionar estes trés problemas provavelmente contribuem para o fato de mais de 200
espécies diferentes terem sido descritas com capacidade de utilizagdo de hidrocarbonetos

(KATAOKA, 2001).

Leahy e Colwell (1990) citam os seguintes géneros de bactérias como os mais
importantes:  Achromobacter,  Acinetobacter, Alcaligenes,  Arthobacter,  Bacillus,
Flavobacterium, Nocardia e Pseudomonas. Kadri et al. (1986), Shamshoom et al. (1990),
Sorkhoh et al. (1990), Al-Hadhrami et al. (1995), estudando a distribuicdo de bactérias que
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degradam hidrocarbonetos, identificaram: Acinetobacter sp., Aeromonas sp., Bacillus sp.,
Escherichia coli, Flavobacterium sp., Klebsiella cepacia, Micrococcus luteus, Moraxella
phenylpiruvica, Nocardia sp., Ochrobactrum anthropi, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas sp., Proteus mirabilis, Vibrio sp., Rhodococcus sp., Streptomyces sp., Vibrio

fisheri e Xanthomonas maltophilia.

Em uma revisdo sobre estudos ecolégicos de bactérias que degradam
hidrocarbonetos, Rosemberg e Gutnick (1981) verificaram que estes microrganismos estao
potencialmente localizados em todas as dreas naturais, embora apresentem grandes variagdes
em suas concentracdes celulares. Nestes estudos, os pesquisadores investigaram a relacdo
entre bactérias degradadoras de hidrocarbonetos e o total de bactérias heterotréficas no solo.
Seus trabalhos demonstraram que a variabilidade dos microrganismos degradadores de
hidrocarbonetos encontradas em um ecossistema particular mudou de acordo com o periodo

em que se realizou a amostragem e a extensao da poluicdo com o residuo.

Pinholt et al. (1979) verificaram que a populacdo de bactérias hidrocarbonoclésticas
variou de 10° a 10’ por grama de solo seco, concordando com os resultados apresentados por
Jensen (1975) e Raymond et al. (1976). O autor concluiu ainda que pela restrita quantidade de
biomassa de fungos e dada a resposta bacteriana aos hidrocarbonetos, hd indicacdo de maior

atividade das bactérias na decomposicao dos hidrocarbonetos.

Venkateswaram e Harayama (1995), através do enriquecimento de culturas, isolaram
uma populagdo bacteriana capaz de degradar petréleo bruto, verificando que 28-51% da
fracdo saturada e 0-18% da fracdo aromatica presentes foram biodegradadas por uma cultura
mista. Contudo, quando as culturas foram colocadas puras, nenhuma delas apresentou melhor
degradacdo do que quando estavam consorciadas. As espécies isoladas foram Acinetobacter
sp., Pseudomonas vesicularis, Pseudomonas diminuta, Moraxella sp. , Sphingobacterium sp.

e Ochrobactrum sp..

Em uma cultura mista, o produto metabdlico pode ser degradado por uma outra
espécie e o ataque de outros microrganismos pode levar a uma completa degradagdo do
produto, mesmo que dentro da comunidade nao exista um microrganismo capaz de degrada-lo

totalmente (KATAOKA, 2001).

Deste modo, estudos realizados com cultura mista possuem vantagens sobre estudos
realizados com cultura pura. A primeira e mais importante é que a capacidade biodegradativa

de uma comunidade € muito maior quantitativa e qualitativamente. Segundo, a resisténcia da
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comunidade a substincias toxicas pode ser muito maior porque hd uma maior probabilidade
de que um organismo que possa detoxificd-las esteja presente, e finalmente, o fato de que a
mineralizacdo de compostos xenobidticos algumas vezes requer a unido da atividade de

multiplas enzimas (GRADY, 1985).

Entretanto, devido a grande dificuldade de andlise de misturas complexas, a maioria
dos trabalhos realizados sobre microrganismos que degradam hidrocarbonetos t€m sido
realizados envolvendo o crescimento de um Unico microrganismo sobre um Unico

hidrocarboneto ou uma classe de hidrocarbonetos relacionados (KATAOKA, 2001).

Além das bactérias, os fungos representam importante papel na degradacdo dos
hidrocarbonetos no solo, suas enzimas extracelulares podem proporcionar substratos para o
crescimento de bactérias através da hidrélise de polimeros e também importantes metabolitos
secundarios. O mecanismo da degradagdo de hidrocarbonetos por fungos tém sido menos
estudado, mas provavelmente envolve oxigenases induziveis similares as apresentadas por

Mycobacterium e Nocardia (RUDD et al., 1996).

A habilidade dos fungos em utilizar hidrocarbonetos ocorre principalmente em duas
ordens: Mucorales e Moniliales. Os géneros Aspergillus e Penicillium possuem muitas
espécies que assimilam hidrocarbonetos, contudo, esta caracteristica ¢ uma propriedade
individual da espécie e ndo necessariamente uma caracteristica particular do género (RISER-

ROBERTS, 1992).

Ao contrdrio das bactérias e leveduras que mostram decréscimo na capacidade de
degradacdo de alcanos com o aumento da cadeia do composto, os fungos filamentosos
parecem ser mais hdbeis em degradar ou transformar hidrocarbonetos de estrutura complexa e
de cadeia longa. Entretanto, o metabolismo dos fungos geralmente resulta numa degradacio
incompleta que necessita da associagdo de bactérias para alcancar a completa oxidacdo do

composto (RISER-ROBERTS, 1992).

De acordo com Atlas (1995), durante a biodegradacéo de hidrocarbonetos aromaticos
por bactérias hd a formacgdo de cis-diols, enquanto que durante a biodegradagdo por fungos
formam-se trans-diols. Uma vez que muitos trans-diols sdo potentes carcinogénicos e que 0s
cis-diols ndo sdo ativos biologicamente, a biodegradac¢do de hidrocarbonetos arométicos por

bactérias resulta em sua detoxificacdo sem producdo de carcinégenos potenciais.

Atualmente, grande aten¢do tem sido dada a biodegradacdo de hidrocarbonetos por

fungos da podridao branca da madeira. Dentre estes, Phanaerochaete chrysosporium tem sido
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usado como organismo modelo na maioria destes estudos. Embora o substrato natural
degradado por este fungo seja a lignina, o complexo enzimatico por ele secretado pode
degradar grande variedade de poluentes recalcitrantes. Esta habilidade tem sido explicada pela
similaridade estrutural destes poluentes por por¢cdes da estrutura da lignina e a baixa
especificidade das ligninases produzidas por P. chrysosporium (BRODKORB e LEGGE,
1992).

Algumas cianobactérias e algas também possuem a capacidade de utilizar
hidrocarbonetos, dentre elas destacando-se os géneros: Oscillatoria, Microcoleus, Anabaena,

Nostoc, Chlorella, Chlamydomonas e Ulva (ATLAS, 1981).

Pelos trabalhos anteriormente mencionados, pode-se afirmar que microrganismos
que degradam hidrocarbonetos t€m sido isolados de todos os tipos de ambientes nos quais
foram pesquisados, parecendo provavel que qualquer ambiente possa ter a0 menos uma
pequena populacdo destes organismos (BAZYLINSKI et al., 1989) e que esta populagdo
aumenta apds a adicdo destes compostos no solo (PINHOLT et al., 1979). Assim, a propor¢ao
de microrganismo hidrocarbonocldsticos dentro da comunidade microbiana depende do grau
de exposi¢do do ambiente ao poluente. De acordo com Riser-Roberts (1992), em ecossistemas
ndo poluidos, estes microrganismos constituem menos de 1 % da comunidade microbiana e
em ecossistemas poluidos podem chegar a constituir 100 % da comunidade. Le Petit et al.
(1977) verificaram que 10 % do total de bactérias isoladas de um efluente de refinaria de
petréleo eram bactérias hidrocarbonocldsticas e que somente 4 % dessas bactérias foram

isoladas em uma area nao poluida.

2.6 — Métodos de avaliacao da biodegradacao em laboratorio

Para demonstrar que uma tecnologia de biorremediacdo é potencialmente util, é
importante verificar a biodegradagdo dos poluentes sob condi¢cdes controladas. Isto
geralmente ndo é possivel de se obter in sifu, assim, esta verificacdo deve ser obtida através de
experimentos laboratoriais, os quais demonstram o potencial que um determinado tratamento
pode ter em estimular a remocdo de xenobidticos de um local contaminado (BAILEY et al.,
1973). Experimentos laboratoriais que mais se aproximam das condi¢des reais do ambiente
sdo provavelmente os mais capazes de produzirem resultados relevantes (BERTRAND et al.,
1983). Em muitos casos, isto envolve o uso de amostras coletadas no campo que contenham
populacdes microbianas autoctones. Em tais experimentos é importante incluir controles que

possam diferenciar fatores abidticos como a evaporagdo e a fotodegradacdo das taxas de
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biodegradacdo. Os experimentos ndo excluem a necessidade de demonstracdes em campo,
contudo s@o criticos para se estabelecer a credibilidade cientifica de uma determinada

estratégia de biorremediacdo (ATLAS, 1997).

Os parametros tipicamente medidos em testes laboratoriais da eficiéncia da
biodegradacdo incluem a contagem de microrganismos heterotréficos totais, contagem de
microrganismos degradadores de um ou de vdrios substratos especificos, medidas da taxa de
respiracdo microbiana (consumo de oxigénio e/ou producdo de diéxido de carbono) e a
determinacdo das taxas de degradacdo (desaparecimento de poluentes individualmente e/ou na

totalidade) (SONG et al., 1990; BALBA et al., 1998; OH et al., 2000; KATAOKA, 2001).

A presenca de grande populacdo de microrganismos heterotréficos totais ndo
apresenta necessariamente correlacio direta com a biodegradacdo, porém, a quantificacdo da
fracdo da comunidade que degrada o residuo de interesse tem sido utilizada como um dos
métodos mais comuns para o monitoramento de poluicdo ambiental com hidrocarbonetos
(KATAOKA, 2001). Song e Bartha (1990), estudando o efeito da adicio de combustivel de
avido sobre a comunidade microbiana do solo, verificaram que, apds 2 semanas, cerca de 90%
dos microrganismos heterotr6ficos do solo eram degradadores de hidrocarbonetos, ainda que
a porcentagem inicial destes microrganismos representasse somente 0,01% da populacao de

heterotréficos aerdbios.

Os métodos respirométricos (consumo de oxigénio e/ou produgdo de didxido de
carbono) podem ser utilizados como um primeiro teste para se avaliar a pronta ou inerente
biodegradabilidade de poluentes em solo ou dgua. Estes testes sao geralmente conduzidos sob
condi¢bes Otimas com respeito a umidade, temperatura, nutrientes minerais, inoculagio
microbiana e aeracdo (se o teste é aerdbio). Testes que obtém uma conversdo de 30 %
(CETESB, 1990) ou 50 a 60% (ATLAS, 1997) a CO, dentro de um especifico periodo de

tempo, indicam que, sob condi¢cdes apropriadas, os poluentes serdo biodegradados pelos

microrganismos.

Uma possivel maneira de se conduzir experimentos respirométricos € através do
respirdbmetro de Bartha & Pramer, cujo método é utilizado na determinacdo da taxa de
biodegradacdo da matéria orginica contida em residuos presentes em solos (CETESB, 1990).
Kataoka (2001), utilizando o respirometro de Bartha & Pramer, avaliou a biodegradacio de
borra oleosa, um residuo proveniente de refinaria de petréleo, em solo de landfarming. Esta

mesma metodologia foi utilizada em Siviero (1999), Souza (2000), Siviero et al. (2000),
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Inazaki et al. (2004), Crivelaro (2005), Hencklein (2005), Guerra e Angelis (2005) e Mariano
et al. (2005, 20064a, b € ¢).

Freijer et al. (1996), avaliando a producdo de CO, como um pardmetro da
biodegradacdo de hidrocarbonetos, concluiram que para contetidos de hidrocarbonetos
maiores que 1,0 g/’kg de solo, a producdo de CO, estd fortemente relacionada ao consumo de
hidrocarbonetos, entretanto, para contetidos menores que 1,0 g/kg de solo, a producdo de CO,
aumentava abruptamente, isto provavelmente devido a menor disponibilidade de
hidrocarbonetos, o que ocasionou aumento relativo da mineralizacdo da biomassa morta,
proporcionando diminui¢do na por¢cdo da mineralizacdo de hidrocarbonetos em relagdo a

producdo total de CO..

Indubitavelmente, a medida mais direta da eficiéncia da biodegradacio é o
monitoramento da taxa de consumo dos poluentes. A caracterizagdo dos componentes
individuais de uma classe especifica de hidrocarbonetos exige o uso da cromatografia liquida
de alta precisdo (CLAE) ou cromatografia gasosa (CG) acoplada a um detector (p.ex., o
espectrometro de massa (CG-EM)) (FERRARI, 1996). Segundo Blackburn et al. (1993), a
combinacdo das técnicas CG/EM € o método mais eficaz para a quantificacdo de um residuo
oleoso, pois, combina a resolucdo do ponto de ebulicio com informagdes sobre o tipo de
molécula dos compostos. Outro detector muito utilizado na determinacdo dos BTEX e PAHs

é o detector de ionizacao por chama (FID) (CETESB, 2003).

2.7 — Processo de intemperizaciao do 6leo diesel

A composi¢cdo de um produto quando lancado ao meio ambiente comecga a
transformar-se quase imediatamente por causa de inimeros processos bioquimicos e fisicos.
A geoquimica relacionada a hidrocarbonetos € descrita em detalhes por Kaplan et al. (1997).
De acordo com os pesquisadores, os hidrocarbonetos langados ao meio ambiente estdo
sujeitos a reacOes bidticas e abidticas no solo e na dgua subterrdnea. Estes processos atuam
juntos, com uma taxa de transformacdo relacionada com a composicdo quimica do
combustivel e fatores ambientais locais, incluindo temperatura, umidade do solo e contetido
de nutrientes e oxigénio. A granulometria do solo também e um importante pardmetro para
controlar os processos de intemperizacdo. A maioria das reacdes abidticas inclui a hidrdlise, a
desidrogenagdo, a oxidagdo e a polimerizagdo (LYMAN et al., 1992). Estas reagcdes ocorrem
comitantemente com as transformagdes microbianas ao longo do perfil do solo. A

intemperizacdo bidtica de hidrocarbonetos consiste em dois mecanismos independentes:
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absor¢do microbiana (BAUGHMAN e PARIS, 1981) e regime metabdlico (SINGER e
FINNERTY, 1984). Estas transformacgdes sdo provaveis de acontecerem em etapas,
produzindo &lcoois, fendis, aldeidos e dcidos carboxilicos, em seqiiéncia. A biodegradagdo € o
principal processo de intemperizacdo de destilados médios, como o 6leo diesel (KAPLAN et

al., 1997).

O 6leo diesel contem de 2000 a 4000 hidrocarbonetos que compdem uma mistura de
compostos de cadeias lineares e ramificadas, cicloalcanos e compostos arométicos obtidos da
destilagdo da fracdo média do petréleo (GALLEGO et al., 2001). Alguns desses compostos
podem ser usados como indicadores na avaliacao da intemperiza¢do do 6leo diesel. Mudancas
na razdo das concentragdes de hidrocarbonetos como benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos
(BTEX) sdo devidas principalmente a processos de evaporagdo e dissolugdo. Estes compostos
sdo caracterizados pela alta pressdo de vapor e relativa solubilidade em 4dgua. Benzeno e
tolueno dissolvem preferencialmente na dgua subterrinea quando comparados com o
etilbenzeno e os xilenos, os quais tém menor solubilidade e sdo mais recalcitrantes a

biodegradacido (KAPLAN et al., 1997).

Os hidrocarbonetos poliaromaticos (HPA) sd3o outra ferramenta Ttil no
monitoramento das alteracdes ambientais. Alguns dos HPA presentes no 6leo diesel estdo
entre os menos afetados pela intemperizacdo. Estes compostos semi-voldteis com baixa
solubilidade e caracteristicas recalcitrantes podem persistir por um longo periodo no

ambiente.

O processo de intemperizagio também pode ser avaliado analisando os
hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP). Neste caso, perfis cromatograficos de um oleo
diesel inalterado, geralmente apresenta um resolucdo satisfatéria para n-alcanos e alguns
isoprendides como o pristano (2,6,10,14-tetrametilpentadecano) e o fitano (2,6,10,14-
tetrametilhexadecano). Entretanto, a maior fracdo do 6leo diesel ndo € caracterizada porque a
maioria dos componentes ndo podem ser resolvidos e estes aparecem nos cromatogramas
como uma “lombada”, que é chamada de “mistura complexa nio resolvida (MCNR)”, a qual
presumidamente inclui alcanos ramificados e ciclicos e produtos das transformagdes
(MARCHAL et al., 2003; BREGNARD et al., 1996). Os hidrocarbonetos resolvidos sdo
chamados ‘“hidrocarbonetos totais resolvidos (HTR) e os HTP sdo a soma dos HTR com a
MCNR. Os HTR sdo hidrocarbonetos ndo degradados, e aparecem como picos nos

cromatogramas.
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Microrganismos degradadores de hidrocarbonetos usualmente degradam alcanos
ramificados e compostos isoprendides em velocidades menores que os alcanos de cadeias
lineares. Portanto, a razdo de alcanos lineares em relacdo aos compostos altamente
ramificados pode refletir a extensdo de degradacio do 6leo diesel causada por
microrganismos (BALBA et al., 1998). Nos cromatogramas a “lombada” correspondente a

MCNR torna-se maior e os picos dos HTR diminuem devido a biodegradagao.

2.8 - Producao de biossurfactantes utilizando-se matérias primas
alternativas

Os surfactantes sdo uma ampla classe de moléculas anfipaticas (com dominio polar e
apolar) que sdo capazes de diminuir as tensdes superficial e/ou interfacial entre gases, liquidos
e sblidos com uma grande variedade de aplicacdes, tanto industriais como na limpeza de
locais contaminados com hidrocarbonetos. Contudo, surfactantes sintéticos mostram alta
toxicidade, baixa biodegradabilidade e eficiéncia somente em faixas pequenas de pH e
temperatura. Devido a essas limitacdes, o interesse pelos biossurfactantes (surfactantes de
origem microbiana), produzido por certas bactérias, leveduras e fungos, tem aumentado
devido a baixa toxicidade, natureza biodegraddvel e eficiéncia em valores de temperatura, pH
e salinidade extremos e seu papel na recuperagdo de ecossistemas pela aceleracdo da
biodegradacdo dos hidrocarbonetos provenientes de vazamentos. Além disso, alguns
biossurfactantes apresentam capacidades anti-flingicas, anti-virais e de sor¢do de metais e sdo
usados na industria do petréleo para aumentar a recuperacdo do petréleo (OLIVEIRA et al.,

2005; PRUTHI e CAMEOTRA, 1997).

Contudo, a viabilidade comercial dos biossurfactantes € ainda limitada pelos altos
custos de producgdo, associados a métodos ineficientes de recuperagdo e ao uso de matérias
primas de alto valor (proteinas) (NITSCHKE e PASTORE, 2002). Estes custos podem ser
significantemente minimizados com o desenvolvimento de processos mais eficientes e 0 uso
de matérias primas de baixo custo, que correspondem de 10 a 30% do custo total
(CAMEOTRA e MAKKAR, 1998). Os biossurfacantes podem ser produzidos
comercialmente em niveis de até 100 g.L'l, como reportado para os raminolipidios produzidos
por Pseudomonas (MAIER e SOBERON-CHAVEZ, 2000). A combinagdo desse nivel de
producdo com o uso de matérias primas de baixo custo como residuos orgédnicos, pode
diminuir o custo dos biossurfactantes a patamares competitivos em relacdo ao surfactante
sintético (MAKKAR e CAMEOTRA, 2002). Substratos alternativos para a producdo de
biossurfactantes tém sido sugeridos (KOSARIC et al., 1984; MERCADE, 1994; MAKKAR e
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CAMEOTRA, 2002), especialmente residuos agricolas misciveis em dgua como o soro de
leite, manipueira (dgua derivada da prensagem de mandioca) ou residuos de destilarias
(BABU et al., 1996; PATEL e DESAI, 1997; DANIEL et al., 1998 ¢ 1999; COPPEDE et al.,
2005; LIMA et al., 2005, NITSCHKE e PASTORE, 2006). No entanto, poucos exemplos sdo
encontrados do uso de residuos hidrofébicos como o dleo residual de frituras (HABA et al.,
2000; JACKISCH-MATSURA e DURRANT, 2005), 6leo lubrificante usado (MERCADE et
al., 1996) e borra oleosa de refinarias de petréleo (PIROLLO, 2006). Assim, muitos estudos
relacionados aos biossurfactantes, atualmente, referem-se a busca de fontes de matérias
primas alternativas como uma das possibilidades de diminuicdo de custos de producio

(MARIANO et al., 2006d).

2.9 - Vinhaca

A vinhaca é um subproduto do processo de destilagdo do dlcool, cuja disposicao
representa um importante problema ambiental principalmente devido ao grande volume
gerado e sua alta demanda bioldgica de oxigénio (DBO). Em média, para produzir um litro de
dlcool, 10 a 15 litros de vinhaga sdo produzidos, dependendo da qualidade da cana e do
processo industrial (CORTEZ et al., 1992), o que corresponde a aproximadamente 170
bilhdes de litros por ano desse residuo no Brasil (AGRIANUAL, 2004). Considerando que
cada 2 litros de vinhaca sao equivalentes ao esgoto doméstico gerado por uma pessoa por dia
(LUKSSEMBERG et al., 1980 apud GONCALVES e SILVA, 2000), a producdo anual de
vinhaca corresponde a uma quantidade de esgoto doméstico produzido por uma populacio

estimada de 232 milhdes de pessoas durante um ano.

Este residuo é um liquido ambar claro consistindo basicamente de dgua (93%),
s6lidos organicos e minerais (7%). Sua composi¢do quimica é varidvel, dependendo, entre
outros fatores, da disponibilidade de 4dgua, caracteristicas da cana de acgicar e dos processos
de fermentacdo e destilacdo empregados (FERRAZ et al., 1986). A vinhaca apresenta alta
turbidez e pH baixo, com altos niveis de matéria organica (principalmente glicerol, um fonte
de carbono solivel), potdssio, cdlcio e quantidades moderadas de nitrogénio e fdésforo

(RODELLA et al., 1983; TAUK, 1987; GOMEZ e RODRIGUEZ, 2000).

No Brasil é freqiiente a disposi¢do da vinhaca nos campos agricolas, um processo
chamado ferti-irrigacdo, como um substituto parcial ou total de fertilizantes minerais,
principalmente potdssio. Este procedimento € mais aceitdvel ambientalmente que o antigo
meio de disposicdo, quando a vinhaca era descartada nos rios préximos as usinas, e tem uma

boa receptibilidade pelas usinas devido a sua simplicidade técnica e vantagens econdmicas
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(CORAZZA, 1999). No Estado de Sao Paulo, onde a maior parte das plantagdes de cana se
localiza, este procedimento € controlado por uma legislagdo especifica que determina como
calcular a dosagem de vinhaca no solo (CETESB, 2005b). A adicdo de vinhaca em taxas
adequadas tem demonstrado aumentar o rendimento na producio da cana de acicar, contudo,
a longo prazo, a aplicacdo intensiva da vinhaca pode aumentar a salinidade do solo
(CORAZZA, 1999), afetar a qualidade da cana e contaminar a 4gua subterrinea
(GONCALVES e SILVA, 2000). Alguns trabalhos mostram que a vinhaca pode modificar
temporariamente algumas caracteristicas quimicas e bioldgicas do solo, como pH, carbono
organico, acidez trocdvel (CAMARGO et al., 1987) e a atividade microbiana e biomassa
(MINHONI e CERRI, 1987). Ramalho e Sobrinho (2001) verificaram que o uso da vinhaca
em larga escala ndo altera significantemente a concentracio de metais pesados no solo. Fontes
(1988), Cardoso (1988) e Itamar (1987) observaram que a vinhaga aumenta as concentracdes
de célcio, magnésio, matéria organica e principalmente potdssio, causando uma elevagao da

condutividade elétrica do solo.

Considerando que a produgdo de etanol no Brasil estd em expansdo devido a
crescente demanda interna e internacional por fontes alternativas de energia e que o solo tem
uma capacidade de suporte limitada para receber a vinhaga, a busca por alternativas para tratar
ou reutilizar a vinhaga € crucial. Corazza (1999) relata tecnologias alternativas onde a vinhaca
é reciclada no processo de fermentagdo, tratada em reatores anaerdbios, ou usada para
produzir extrato de levedura, racdo animal e também empregada na construcio civil. Em
relacdo ao uso da vinhaca como um agente intensificador da biodegradacdo de poluentes,
Prata et al. (2001) avaliaram os efeitos da vinhaca na degradacdo e sor¢do do herbicida
ametrina. A adicao da vinhaga aumentou a atividade microbiana e a degradacio da ametrina, e
a sor¢do ndo foi afetada. Crivelaro (2005) estudou o uso da vinhaga como agente acelerador
da biodegradacdo de borra oleosa em solo. Foi observado um aumento na populacio

microbiana, principalmente fungos, e um ligeiro aumento da efici€ncia da biodegradagao.
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3 - MATERIAL E METODOS

Amostras de solo e 4gua subterrdnea foram coletadas em trés postos de combustiveis
localizados nas cidades paulistas de Santa Barbara d Oeste, Aguas de Sdo Pedro e Rio Claro,
sendo que neste dltimo apenas solo foi coletado. As amostras bem como os postos de
combustiveis foram designados de acordo com as seguintes siglas: SB, ASP e RC,

respectivamente.

3.1 — Avaliacio da biorremediacao natural da Agua subterranea no posto de
combustiveis SB

A biorremediagado natural da 4gua subterranea contaminada com 6leo diesel no posto
de combustiveis SB foi avaliada mediante o monitoramento de indicadores geoquimicos e
microbioldgicos. A drea foi monitorada durante dois anos (entre Maio de 2004 e Abril de
2006) e neste periodo foram realizadas quatro coletas de amostras de dgua subterrinea, cada
uma avaliada quanto aos parametros fisico-quimicos, microbiolégicos e concentragdo de

hidrocarbonetos.

3.1.1 - Descric¢io da area
A descrigcdo da drea é baseada em relatérios fornecidos pela empresa Geoinform —

Pesquisas Geologicas S/C Ltda, com sede no municipio de Rio Claro.

O posto de combustiveis estd localizado no municipio de Santa Bérbara d’Oeste
(22°45°15” S e 47° 24’ 58’ W) a 138 km da capital paulista. Geologicamente situa-se na
Bacia Sedimentar do Parand em drea onde ocorrem o Sistema Agqiiifero Tubardo (ou Itararé) e
os aqiifferos Diabdsio e Cenozdico, cada qual com diferentes caracteristicas de circulagdo de

dgua subterranea (WATERLOO, 1999).
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No ano de 1994 foi constatado vazamento em um tanque de armazenamento
subterraneo de combustivel com 6leo diesel, o qual, na época, foi imediatamente isolado e
retirado. Os trabalhos de avaliagdo de impacto ambiental na drea comecaram em 1999.
Inicialmente foram conduzidas 12 sondagens de solo, seguido da instalagdo de 4 pogos de
monitoramento. Nesta avaliacdo inicial ndo foi verificada a presenca de fase livre de
combustivel, tanto nos furos das sondagens como na instalacdo dos pogos de monitoramento

(WATERLOQO, 1999).

A regido préxima ao posto de combustiveis é caracterizada por uma ocupacio
essencialmente residencial, com ocorréncia de alguns comércios locais de pequeno porte, ndo
sendo observada grandes lojas comerciais, shopping center, terminais de transporte coletivo
ou outro tipo de atividade que favorega a concentragdo de pessoas. A pavimentacdo das ruas
vizinhas ao posto é de asfalto na sua totalidade, ndo existindo ruas pavimentadas com
paralelepipedos. Na drea localizada nas vizinhangas do posto, o abastecimento publico de
4dgua e a coleta de esgoto sdo feitos pelo Departamento de Aguas e Esgoto (DAE). Em um
raio de 500 m a partir do posto, nao foi identificado nenhum pogo particular ou publico de

captagdo de 4gua subterranea (WATERLOQO, 1999).

Na drea foram construidos 4 pogos de monitoramento para a caracterizacio
hidrogeoldgica e verificacio de contaminacdo associada a 4gua subterrinea (atualmente
somente 3 pocos estdo disponiveis). Foram identificados quatro horizontes geoldgicos no
local (WATERLOO, 1999): aterro areno-siltoso (0,15 a 0,30 m); silte arenoso levemente
consolidado (0,42 a 1,16 m); areia siltosa consolidada (0,90 a 2,85 m); arenito pouco alterado

de dureza média a alta (2,85 m).

Na é4rea de interesse foi identificado até a profundidade investigada (em torno de 5
m) um aqiiiffero de cardter livre, anisotrépico e heterogéneo, associado aos tipos litolégicos
descritos anteriormente. Os trés primeiros horizontes ndo apresentam estratificacdo
sedimentar, sendo a heterogeneidade textural e granulométrica sua caracteristica mais
marcante; a estratificacdo plano-paralela aparece a partir do quarto horizonte e constitui uma

importante varidvel hidrogeolégica (WATERLOO, 1999).

A partir de testes de formacdo do tipo slug test, o valor da condutividade hidrdulica
média obtida foi de 5,38.10'4 cm/s. O nivel d’dgua médio obtido foi de 1,79 m. Com base nas
cargas hidrdulicas obtidas nos pogos de monitoramento, foi elaborado um mapa
potenciométrico para a drea, o qual é apresentado na Figura 3.1. Nele pode-se observar que o

sentido geral de fluxo é de sul para o norte seguindo a topografia local. O gradiente hidrdulico
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médio observado no mapa potenciométrico € de 3%. Os valores de condutividade hidrdulica
obtidos para o local sdo caracteristicos de aqiiiferos constituidos por materiais silto-arenosos,
conforme a classificacdo de Freeze e Cherry (1979). Segundo o estudo feito por Gelhar et al.
(1992), os valores de porosidade total e efetiva para os aqiiiferos de composicdes litoldgicas
semelhantes ao da drea de interesse sdo em torno de 25%. A velocidade média de escoamento
calculada com base na Lei de Darcy foi de 6,46.10"5 cm/s ou 5,58 cm/dia. Por outro lado,
considerando-se 0 menor e o maior valor de condutividade hidrdulica obtidos nos slug tests,
tem-se que a velocidade da dgua para a area pode variar entre 1,84 e 12,13 cm/dia

(WATERLOO, 1999).

LEGENDA

)

posto de combustiveis

(® pogo de monitoramento

E local do vazamento

modificado de Waterloo (1999)

Figura 3.1 - Mapa da 4rea e localizacdo dos pocos de monitoramento (Posto SB).

3.1.2 — Amostragem de agua subterrianea

Inicialmente em cada ponto de coleta (pocos de monitoramento SB1, SB2 e SB3,
Figura 3.1) realizou-se a medi¢do da profundidade do nivel d’dgua (nivel estitico) e em
seguida procedeu-se o esgotamento dos po¢os de monitoramento utilizando-se amostradores
descartdveis do tipo bailer. Apds a recuperacdo dos pocos, realizaram-se medidas de
temperatura e condutividade elétrica, ambas com a sonda YSI 3000 TLC e a coleta de dgua

subterranea com os amostradores bailer (Figura 3.2).
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As amostras foram transferidas para diferentes frascos de coleta de acordo com a
finalidade da analise: hidrocarbonetos BTEX (vial com septo exposto faceado de teflon, 40
mL); hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPA) (frasco de vidro ambar, 1 L); anélises
fisico-quimicas (frascos plésticos, 2 L); anélises microbioldgicas (tubos de cultura com rosca,
10 mL, previamente autoclavados para assegurar a esterilidade). Os frascos foram mantidos

sob refrigeracao até a execugdo das andlises.

m

simplesmen

Figura 3.2 - Coleta de amostra de dgua subterrdnea com amostrador bailer descartavel
(posto SB).

3.1.3 — Analises fisico-quimicas

Em campo foram realizadas medidas de oxigénio dissolvido (Hanna HI 9142).
Determinagdes de pH (Analion IA601) e Eh (Hanna HI 8314) foram realizadas em laboratério
no mesmo dia da coleta. O eletrodo de Ag/AgCl (Orion 9002) utilizado na leitura do potencial
redox foi calibrado utilizando-se uma solug¢do contendo um par redox estdvel e conhecido
(ZOBELL, 1946b).

Em laboratério, as concentragdes dos fons nitrato, sulfato, fosfato, potassio, calcio,
magnésio e ferroso foram determinadas utilizando-se o espectrofotometro Hach (DR 2000)

(HACH, 1992). A determinacgao de cloreto foi conduzida utilizando-se o eletrodo fon seletivo
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Orion modelo 9417B e o eletrodo de referéncia Orion modelo 9002 acoplados ao analisador
de ions Analion IA601. Para a calibracdo foram utilizados padrdes de concentragdes

conhecidas e compativeis com o esperado para as amostras (TONETTO e BONOTTO, 1999).

As determinacdes de s6dio para as trés primeiras coletas foram efetuadas por
espectrofotometria de absor¢do atomica (FAAS), com o espectrofotdmetro GBC 608 no
Laboratério de Geoquimica (LABOGEO) no IGCE/Unesp. Para a ultima coleta, utilizou-se o

eletrodo combinado Orion (8611BN) acoplado ao analisador de {ons.

A alcalinidade total foi determinada por titulagdo usando uma solugdo padrio de
dcido sulfdrico (0,020 N) até que o ponto final fosse evidenciado pela mudanca de cor da
solu¢do indicadora (HACH, 1992). Os valores obtidos correspondem a concentracdes de

bicarbonato, jd que nem carbonatos ou hidréxidos foram caracterizados.

A andlise dos solidos totais em suspensdo (STS) consistiu em separar os sélidos
suspensos por filtragcdo de um determinado volume através de membrana Millipore de 47 mm
de diametro e 0,45 um de porosidade. Apds a filtragem, levou-se a membrana a secar por um
periodo de 24 horas. Em seguida, efetuaram-se pesagens sucessivas dessa membrana até a
obtencdo de valores constantes. O valor de STS foi expresso como uma razao entre a massa

de material retido e o volume de amostra (TONETTO e BONOTTO, 1999).

As andlises de BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos) e HPA
(hidrocarbonetos poliarométicos) foram realizadas pelo Laboratério de Quimica Ambiental do
Instituto de Quimica da USP de Sdo Carlos (IQSC) de acordo com as metodologias USEPA

8015 e 8270, respectivamente.

3.1.4 — Andlises microbiolégicas

A contagem de bactérias heterotréficas totais nas amostras de dgua subterranea foi
realizada com a técnica pour plate em placas de Petri contendo o meio PCA (Acumedia,

EUA), incubadas durante 48 h a 35 °C.

As metodologias descritas em Aaronson (1970) foram utilizadas para averiguar a
presenca na agua subterrdnea (ponto SB3, 1° coleta) de bactérias oxidantes de benzeno e

tolueno e bactérias do género Pseudomonas capazes de degradar naftaleno.

A verificagdo qualitativa da presenca de coliformes totais e da bactéria Escherichia
coli foi realizada com plaqueamento utilizando-se o meio de cultura chromocult® (Merck,

Alemanha). As coldnias sdo diferenciadas pela cor: coliformes totais (violeta) e E. coli (rosa).
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3.2 — Amostragem de solo nos postos de combustiveis

3.2.1 - Postos de combustiveis ASP e SB

Inicialmente o revestimento de concreto do piso da drea foi rompido utilizando-se
uma talhadeira (marca BOSCH, modelo SDS-max RTEX 400 mm) acoplada a um
martelo/furadeira rompedor (marca BOSCH, modelo GBH 11DE). O procedimento seguinte
consistiu na perfuracdo do solo com trado rotativo manual (Figura 3.3), de didmetro igual a
2”7, até a profundidade dos pontos de coleta. A coleta das amostras de solo foi realizada com
liner de PVC embutido em um amostrador AMS em ag¢o inox, préprio para esta funcdo. As

amostras foram coletadas na profundidade da franja capilar (ASP — 1,60 m; SB — 2,60 m).

As amostras coletadas foram divididas em duas aliquotas. A primeira (~ 400g) foi
armazenada em saco pléstico destinada ao ensaio de andlise granulométrica e a segunda (~ 2
kg) foi acondicionada no mesmo tipo de embalagem e em seguida identificada e armazenada

sob refrigeracdo para a utilizagdo nos ensaios de biodegradacio.

A escolha da localizagdo das sondagens considerou os locais de maior probabilidade
de ocorréncia de contaminacio. No posto SB a sondagem foi localizada préximo ao pogo de
monitoramento 3 (SB3) e ao tanque que apresentou vazamento; no posto ASP a sondagem foi

localizada a jusante do tanque que apresentou vazamento.

Figura 3.3 - Realizag¢do da sondagem com trado rotativo manual (Posto SB).

3.2.2 - Posto de combustiveis RC
Neste local a amostra de solo foi coletada a 0,50 m de profundidade durante a

substituicao de tubos subterrdneos (Figura 3.4). A amostra foi acondicionada em saco plastico
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e em seguida identificada e armazenada sob refrigeracdo para a utilizacdo nos ensaios de

biodegradagdo e caracterizagdo fisico-quimica.

N

. el

Figura 3.4 — Coleta de solo no posto RC.

3.3 — Analises realizadas nos solos

3.3.1 - Caracterizacio fisico-quimica
A caracterizagdo fisico-quimica do solo foi realizada pelo laboratério “Instituto
Campineiro de Andlise de Solo e Adubo (ICASA)”, de acordo com a metodologia Embrapa

(1997), com excecdo das seguintes anélises:

— nitrogénio total (Laboratério PIRASOLO - Laboratério Agrotécnico Piracicaba)

(EMBRAPA, 1997);
— andlise granulométrica;
— umidade.

A andlise granulométrica das amostras SB e ASP foi realizada no Laboratério de
Geotécnica do Departamento de Geologia Aplicada do Instituto de Geociéncias e Ciéncias
Exatas da Unesp, campus de Rio Claro. A andlise seguiu o que preconiza a norma ABNT
NBR 7181 “Solo - Andlise Granulométrica” (ABNT, 1984), segundo a qual os métodos do
peneiramento e da sedimentagdo sdo utilizados, respectivamente, para a separacio das fracdes

arenosas e para a quantificacio da fracdo silte e argila. As fragdes constituintes do solo foram
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classificadas segundo a norma ABNT NBR 6502 “Rochas e Solos” (ABNT, 1995), a qual de
acordo com o didmetro das particulas (Dp) considera fragdo areia (0,06 mm < Dp < 2,0 mm),
fracdo silte (0,002 mm < Dp < 0,06 mm) e argila (Dp < 0,002 mm). A umidade foi calculada

pela diferenca de massa apds secagem do solo em estufa (120 °C).

3.3.2 — Analise cromatografica

A determinacdo da concentracdo de hidrocarbonetos nos solos foi realizada
empregando-se a técnica de cromatografia gasosa. Para esta andlise uma quantidade de 80 g
de solo foi acondicionada em frasco de vidro e tampa com vedacdo em teflon, o qual foi

encaminhado ao laboratdrio sob refrigeracao em caixa térmica.

Essas andlises foram realizadas pelos laboratérios “Bioagri Ambiental”
(Piracicaba/SP) e “Analytical Technology” (Sao Paulo/SP) de acordo com a metodologia
proposta pelo 6rgao ambiental federal norte-americano (USEPA). Nas tabelas onde sdo

apresentados esses resultados, esta especificado o laboratdrio responsdvel pela analise.

3.3.3 — Contagem de bactérias heterotroficas totais

Bactérias heterotrdficas totais foram enumeradas usando a técnica de pour-plate em
meio PCA (Acumedia, USA) esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 minutos. Amostras de
1 g de solo foram adicionadas a 9 mL de solucdo salina estéril (0,85%) em tubos de cultura
que foram agitados mecanicamente por 2 minutos. Depois de apropriada série de diluicdes, 1
mL da solu¢do foi utilizado no plaqueamento em duplicata. As placas de Petri foram mantidas
em incubacdo durante 48 h a 35 °C até a contagem das unidades formadoras de colonia

(UFC/g de solo seco).

3.4 — Respirometria

A verificacdo do desempenho de diferentes técnicas de biorremediagdo aplicadas aos
solos contaminados foi realizada com os respirometros de Bartha e Pramer (BARTHA e
PRAMER, 1965), os quais foram utilizados para medir a produg¢do microbiana de CO,
(Figuras 3.5 e 3.6). Estudos de mineralizacdo envolvendo medidas de produgdo de CO,
podem prover excelentes informacdes sobre o potencial de biodegradabilidade de

hidrocarbonetos (BALBA et al., 1998).
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Respirometro de Bartha & Pramer

Amostra

KOH

Figura 3.5 - Esquema de um respirometro de Bartha e Pramer

Figura 3.6 - Respirometros de Bartha e Pramer

Nos experimentos respirométricos, os frascos foram preparados em triplicata (3 x 50
g de solo) e incubados a 27 °C no escuro. O CO, produzido é capturado pela solucdo de KOH
(10 mL; 0,2 N) localizada no brago lateral do respirdmetro. Esta solugdo foi periodicamente
retirada com seringa, e a quantidade de gds carbonico absorvida foi medida pela titulacdo do
KOH residual (Equacao 3.1) (ap6s a adicao de solugdo de cloreto de bério (1 mL; 1,0N) com
uma solugdo padronizada de HCI (0,1 N). Durante este procedimento, os respirdmetros foram

aerados durante 1,5 minutos através dos filtros de ascarita (cal sodada).
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CO2 gerado (LmoOl) = (VB —V4) . 50 . frar (3.1

onde:

Vg = volume de HC1 0,1 N utilizado para titular o branco, em mL;
V4 = volume de HC1 0,1 N utilizado para titular o tratamento, em mL;

fiyc) = fator de correcio da normalidade do HCI.

No final dos experimentos respirométricos, os solos contidos nas réplicas foram

misturados para a realizac¢do de andlises fisico-quimicas e microbiolégicas.

A producdo de gds carbdnico foi utilizada para estimar a quantidade total de
hidrocarbonetos mineralizados. Assumindo que 50 % do carbono biodegradado € convertido a
CO; e a outra metade é adicionada ao solo como himus e biomassa (CETESB, 1990), a

quantidade de carbono biodegradado pode ser expresso como:

Quantidade total de carbono biodegradado (Lmol) = 2 . CO; produzido ((mol) (3.2)

No caso de experimentos em que foi utilizado controle sem contaminantes (Item

3.6), é necessdrio subtrair o CO, produzido pelo controle.

Assim, a eficiéncia de biodegradacdo (EB) € calculada pela seguinte equacao:

EB% = Quantidade total de carbono biodegradado (umol) . 100
Quantidade de carbono organico inicial no solo (Lmol)

(3.3)

A quantidade de carbono orgénico presente no solo foi determinado pelo laboratério
“Instituto Campineiro de Andlise de Solo e Adubo (ICASA)” de acordo com a metodologia
Embrapa (1997). No caso do experimento do Item 3.5, como essa medida inicial ndo foi
realizada, o teor de carbono orgénico inicial foi calculado mediante um balanco de massa de
carbono, isto é, somando o carbono produzido como CO, a quantidade final de carbono

organico.

A metodologia de célculo para a eficiéncia de biodegragcdo foi obtida na Norma
Técnica 1L6.350 — “Solos — Determinagdo da Biodegradacdo de Residuos — Método
Respirométrico de Bartha” (CETESB, 1990).
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3.5 — Avaliacao de diferentes técnicas de biorremediacao aplicadas ao solo
ASP

A influéncia de trés varidveis (conteido de nitrogénio e fésforo (NP), adi¢do de
surfactante (S) e consércio de bactérias (CB)) na biodegradagdo do 6leo diesel presente no
solo ASP foi avaliada através de experimento respirométrico delineado a partir de um

planejamento fatorial completo (2%), que resultou em 8 condicdes experimentais (Tabela 3.1).

A corre¢do de nitrogénio e fésforo foi realizada usando solucdes de (NH4)>SO4
(6080 mg/Kg de solo) e KH,POs (973 mg/Kg de solo), respectivamente, para um ajuste
(C:N:P) de 100:15:1 (CASSIDY et al., 1997 apud CARDONA e ITURBE, 2003). O inéculo
de bactérias e o surfactante ndo idnico Tween 80 foram adicionados em concentracdes de 10
unidades formadoras de colonia (UFC) por grama de solo e 0,2 % (m/m), respectivamente.

Considerando a adig¢do dessas solucdes, a umidade do solo resultante foi de 21,9%.

Tabela 3.1 — Experimento respirométrico. Condicdes experimentais geradas pelo Planejamento Fatorial
Completo - 2°. Tempo de incubacio de 55 dias.

tratamento NP S CB
1 +1 +1 +1
2 -1 +1 +1
3 +1 -1 +1
4 -1 -1 +1
5 +1 +1 -1
6 -1 +1 -1
7 +1 -1 -1
8 -1 -1 -1

+1 : C:N:P ajustado para 100:15:1 ou adi¢do de surfactante (0,2% m/m) ou inéculo de 10° UEC/g de solo
-1 : C:N:P néo ajustado ou ndo adi¢do de surfactante ou indculo
NP: nitrogénio e fésforo; S: surfactante; CB: consércio bacteriano
Anadlises estatisticas para se determinar os efeitos de cada varidvel na eficiéncia de

biodegradacdo foram realizadas pelo programa STATISTICA (versdo 5.0) para Windows.

Significancia foi considerada para o nivel de probabilidade p<0,05.

3.5.1 — Preparo do inéculo

O in6culo microbiano constituiu-se de trés espécies de bactérias
hidrocarbonoclasticas (Ochrobactrum anthropi, Stenotrophomonas maltophilia e Bacillus
cereus) que foram previamente isoladas e identificadas por Kataoka (2001) de um sistema de
landfarming da refinaria de petréleo Replan (Petrobras) em Paulinia/SP. As bactérias foram
enriquecidas separadamente em meio PCA liquido (10 mL) por 48 h a 35 °C. As células
foram recuperadas por centrifugacdo (8.000 rpm durante 10 min) e o meio sobrenadante

descartado. As células foram ressuspensas em 5,5 mL de solucdo salina estéril (0,85%) e o

55



Material e Métodos

mesmo procedimento de centrifugacdo foi repetido. As células das trés espécies foram

agrupadas e a suspensdo final foi preparada com a adicdo de 5,5 mL de solugo salina.

3.5.2 — Testes de toxicidade aguda

Testes de toxicidade aguda foram utilizados para verificar a eficiéncia dos
tratamentos em termos de geracdo de produtos menos téxicos. Primeiramente foi realizada a
solubilizagdo do solo de acordo com a norma ABNT 10006 (ABNT, 2004) para extrair os
componentes soldveis presentes no solo. A seguir aplicou-se o teste de toxicidade aguda ao
solubilizado usando Daphnia similis como organismo teste, seguindo a norma Cetesb L 5.018
(CETESB, 1991). No tempo zero, o teste foi aplicado aos tratamentos 6, 7 e 8 (representativos
das trés varidveis isoladas) e por similaridade de tratamento, inferiu-se os valores relativos aos
tratamentos 1 a 5. No tempo final, o teste de toxicidade foi aplicado a todos os tratamentos.
Os resultados foram calculados baseados no método estatistico de Trimmed Spearman-Karber

descrito por Hamilton et al. (1978) e expressos como CES50, 48 h.

3.6 — Avaliacao da técnica de bioaumento aplicada a solos

Para esta avaliagdo, os experimentos respirométricos foram divididos em trés partes.
A primeira objetivou avaliar a influéncia das técnicas de bioaumento em conjunto com a de
bioestimulacdo (adicdo de nutrientes) na eficiéncia de biodegradagdo dos solos ASP e SB.

Essas condicdes experimentais sdo apresentadas na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Experimento respirométrico: Parte 1 — solos ASP e SB. Tempo de incubagdo de 57 dias.

tratamento solo condicio experimental
1 controle (nenhum tratamento)
2 ASP bioestimulac¢ao (adi¢dio de N e P)
3 bioestimulacdo (adi¢do de N e P) + bioaumento (consércio bacteriano)
4 controle (nenhum tratamento)
5 SB bioestimulacdo (adi¢do de N e P)
6 bioestimulacdo (adi¢do de N e P) + bioaumento (consércio bacteriano)

A correc¢ao de nitrogénio e fésforo foi realizada usando solugdes de (NHy4)>SO4 (6080
mg/kg de solo) e KH,PO, (973 mg/kg de solo), respectivamente, para um ajuste (C:N:P) de
100:15:1 (CASSIDY et al., 1997 apud CARDONA e ITURBE, 2003). O consércio bacteriano
(Staphylococcus hominis e Kocuria palustris) foi adicionado a uma concentracio de 10° UFC
por grama de solo seco. Considerando a adi¢cdo das solugdes correspondentes a cada

tratamento, a umidade dos solos resultante foi de 21,1% (solo ASP) e de 20,2 % (solo SB).
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Nos tratamentos 1 e 4 (controles), a umidade foi corrigida em relacdo aos outros tratamentos

com adicdo de dgua destilada.

Na segunda parte dos experimentos, foi simulada uma contaminacdo de 6leo diesel
no solo RC. Assim, 6leo diesel comprado de um posto de combustiveis local foi adicionado
ao solo. A Tabela 3.3 traz resumidamente as condi¢cdes experimentais. Em relacdo ao
bioaumento com o consércio bacteriano S. hominis/K. palustris, duas condi¢Oes foram
simuladas: a) adi¢do de microrganismos antes da contaminagdo; b) adi¢do de microrganismos
apés contaminagdo. O objetivo da primeira estratégia foi avaliar o quio eficiente seria o
bioaumento se empregado como uma maneira de “preparar” o solo para possiveis vazamentos

futuros.

Tabela 3.3 - Experimento respirométrico: Parte 2 — solo RC. Tempo de incubagdo de 92 dias.

tratamento solo condicao experimental
7 controle 1 - (apenas solo)
8 controle 2 - (contaminacgio sem bioaumento)
9 RC bioaumento (S. hominis / K. palustris) antes de contaminagio
10 bioaumento (S. hominis / K. palustris) depois de contaminagdo
11 bioaumento (Ochrobactrum anthropi) depois de contaminac¢ao
12 bioaumento (consércio - R) depois de contaminagdo

A adicdo do inéculo no tratamento 9 foi feita 71 dias antes da contaminacdo. Foi
utilizado o mesmo inéculo preparado para a primeira parte dos experimentos (Tabela 3.2),
numa concentracio de 10* UEC por grama de solo seco. O solo inoculado (600 g) foi mantido
em um béquer envolto por um plastico preto para manter o solo em condi¢des sem
iluminacdo. Apds esse periodo, a contaminacdo do solo foi simulada pela adicdo de 6 g de

6leo diesel por quilograma de solo (tratamentos 8 ao 12).

Nos tratamentos 10 ao 12, as concentra¢des de inéculos foram, respectivamente, 10°,
10° e 10® UFC por grama de solo seco. Considerando a adi¢do dos indculos, a umidade do
solo resultante foi de 9,3 % (tratamento 9) ¢ de 28,8 % (tratamentos 10 ao 12). Nos
tratamentos 7 ¢ 8 (controles), a umidade foi corrigida em relacdo ao tratamento 10 com

adicdo de 4dgua destilada.

A terceira parte dos experimentos objetivou verificar a eficiéncia do indculo
comercial EM, o qual foi aplicado no solo ASP. As condi¢cdes experimentais estdo

apresentadas na Tabela 3.4:
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Tabela 3.4 - Experimento respirométrico: Parte 3 — solo ASP (bioaumento com o indculo comercial EM).

Tempo de incubagéo de 48 dias.

tratamento solo condicio experimental
13 controle (nenhum tratamento)
ASP - - -
14 bioaumento (inéculo comercial)

Considerando a adicido do indculo, a umidade do solo resultante foi de 19,0 %. No
tratamento 13 (controle), a umidade foi corrigida em relagdo ao tratamento 14 com adicio de

dgua destilada.

3.6.1 - Microrganismos
As culturas bacterianas Staphylococcus hominis e Kocuria palustris foram isoladas
do solo ASP a partir do plaqueamento apds término da respirometria do Item 3.5 e

identificadas pelo seqiienciamento do rDNA 16S (realizado pelo CPQBA/UNICAMP).

As bactérias Ochrobactrum anthropi e Bacillus cereus sdo as mesmas utilizadas na

respirometria do Item 3.5.

O in6culo comercial chamado “Microrganismos Eficientes” (EM) é um consércio de
microrganismos que tem demonstrado bom desempenho como fertilizante bioldgico e
aumentado a eficiéncia de lagoas de tratamento de efluentes. Embora EM tem sido aplicado
com sucesso em tratamentos biolégicos de efluentes, este consércio nunca foi testado na
biorremediagdo de locais contaminados com hidrocarbonetos, assim, originalmente o EM nio

foi desenvolvido para esse propdsito.

3.6.2 — Preparo dos in6culos

Nos tratamentos 3, 6 ¢ 9, os indculos foram preparados da seguinte maneira: as
bactérias S. hominis e K. palustris foram enriquecidas separadamente em meio PCA liquido
(10 mL) por 48 h a 35 °C. As células foram recuperadas por centrifugacdo (8.000 rpm durante
10 min) e o meio sobrenadante descartado. As células foram ressuspensas em 5,5 mL de
solucdo salina estéril (0,85%) e o mesmo procedimento de centrifugacdo foi repetido. As
células das duas espécies foram agrupadas e a suspensao final foi preparada com a adi¢io de

5,5 mL de solugdo salina.

Nos tratamentos 10 ao 12, os indculos foram preparados estriando-se as culturas, que

estavam armazenadas em tubos, em placas de Petri contendo meio nutriente agar (Merck,
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Alemanha). As placas de Petri foram incubadas durante 24 horas a 35 °C. As células foram
raspadas utilizando-se dgua destilada estéril e os indculos ajustados para uma D.O. de 1,2 a

610 nm (SHIMADZU UV-1601PC).

O in6culo EM foi inicialmente diluido em 4gua (1:10) e a seguir aplicado a uma
concentracio de 0,034 mL por grama de solo, o que correspondeu a 10" UFC por grama de

solo seco.

3.7 — Avaliacao do efeito da adicao da vinhaca na biorremediacao de solos e
aguas subterraneas

3.7.1 - Caracterizacio da vinhaca

A vinhaga foi coletada na usina Santa Lucia (Araras-SP) e armazenada congelada até
0 seu uso. A caracterizagdo fisico-quimica da vinhaga foi realizada pelo laboratério “Instituto
Campineiro de Andlise de Solo e Adubo (ICASA)”, de acordo com a metodologia Embrapa
(1997), com excecdo dos seguintes parametros: oxigénio dissolvido (OD) (Digimed DM4),
demanda quimica de oxigénio (DQO) (CETESB, 1994b), potencial redox (Eh) (Hanna HI
8314) e condutividade (Analion C-701, eletrodo Analion C 801-1).

3.7.2 — Experimento respirométrico
A influéncia da adicdo da vinhaga na biodegradacdo do 6leo diesel no solo foi

avaliada mediante experimentos respirométricos.

Os experimentos foram divididos em duas partes, descritas na Tabela 3.5. Na
primeira, foram simuladas contaminac¢des do solo RC com 6leo diesel comercial (comprado
em um posto de combustiveis local) ou com o 6leo diesel coletado no posto ASP (6 mg.Kg
de solo). Na segunda parte, foi realizado experimento com os solos ASP e SB. Para ambas as
partes, a vinhaga foi adicionada a uma concentragdao de 33 mL.Kg'1 de solo. Com isso, a
umidade resultante dos solos foi de 11,9 % (RC), 19,0 % (ASP) e 19,0 % (SB). Nos
tratamentos onde a vinhaca ndo foi adicionada (controles), a umidade foi corrigida, em

relacdo aos outros tratamentos, com adi¢do de dgua destilada.
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Tabela 3.5 - Experimento respirométrico: adicdo de vinhaga ao solo. Tempos de incubacdo de 48 dias

(tratamentos 1 a 6) e 47 dias (tratamentos 7 a 10).

tratamento solo condicao experimental

solo (controle)

solo + vinhaca (controle)

solo + Oleo diesel ASP

RC
solo + 6leo diesel ASP + vinhaca

solo + dleo diesel comercial

solo + dleo diesel comercial + vinhaca

solo (controle)
ASP

solo + vinhaca

O ([0 | I ||| |W|N|=—

solo (controle)
SB

—_
S

solo + vinhaca

3.7.3 — Experimentos com agua subterrianea

Com o objetivo de verificar a influéncia da vinhaga na biodegradagdo do 6leo diesel
presente na dgua subterrinea dos postos ASP e SB, dois experimentos foram realizados

simulando condi¢des aeradas e ndo-aeradas.

No posto ASP, a agua subterrinea foi coletada em um pogo de monitoramento a

jusante do local do vazamento, utilizando-se amostrador descartdvel do tipo bailer.

- condicdo ndo aerada

Este experimento foi realizado em frascos (300 mL) que sdo utilizados na anélise de
Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), os quais foram incubados durante 20 dias a
20,0£0.2°C (Figura 3.7). Os tratamentos com vinhaga foram comparados com a técnica de
biorremediag¢do padrdo de inje¢do de nutrientes, onde a correcdo de nitrogénio e fésforo foi
realizada usando solugdes de (NH4),SOs e KH,PO., respectivamente. A Tabela 3.6 traz
resumidamente as condi¢des experimentais. Nos tratamentos sem vinhaca, para se obter as

mesmas condicdes, 5 % do volume do meio reacional corresponde a dgua destilada.
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Tabela 3.6 - Experimento com dgua subterranea simulando condi¢do ndo aerada

tratamento subligrlll'gnea condicio experimental
1 dgua subterranea (controle)
2 ASP 4gua subterranea + nutrientes (DQO:N:P = 100:5:1)
3 dgua subterrinea + vinhaca (5% v/v)
4 dgua subterranea (controle)
5 SB 4gua subterranea + nutrientes (DQO:N:P = 100:5:1)
6 dgua subterrinea + vinhaca (5% v/v)

DQO = demanda quimica de oxigénio

Para cada tratamento, 6 frascos de DBO foram preparados e as seguintes medidas
foram realizadas nos intervalos de 0; 5; 10 e 20 dias: oxigénio dissolvido (OD) (Digimed
DM4); pH (Analion IA601); potencial redox (Eh) (Hanna HI 8314); condutividade (Analion
C-701, eletrodo Analion C 801-1); demanda quimica de oxigénio (DQO) (CETESB, 1994b);
concentracdo dos fons potdssio e nitrato (Hach DR 2000); concentragdo dos hidrocarbonetos
BTEX e HPA (item 3.1.3), sendo o tultimo medido apenas nos tempos inicial e final. Nos
intervalos de tempo mencionados, para cada tratamento, o OD foi medido em dois frascos, os

quais foram misturados, tendo sido retiradas aliquotas apropriadas para cada andlise.

Figura 3.7 — Experimento com 4gua subterranea (condi¢cao ndo aerada)
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- condi¢do aerada
O segundo experimento com a dgua subterrdnea foi realizado em quatro reatores

aerados (900 mL) (Figura 3.8), cujas condi¢cOes experimentais estdo listadas na Tabela 3.7.
Nos tratamentos sem vinhaca, para se obter as mesmas condicdes, 5 % do volume do meio
reacional corresponde a dgua destilada. Nos mesmos intervalos de tempo do experimento com
os frascos de DBO, foi medida a concentracdo de BTEX. A demanda quimica de oxigénio

(DQO) e a concentragdo de HPA foram determinados apenas nos tempos inicial e final.

Tabela 3.7 - Experimento com 4dgua subterrdnea simulando condicio aerada

tratamento agua condicio experimental
subterranea
1 4gua subterranea (controle)
ASP -
2 dgua subterrinea + vinhaca (5% v/v)
3 SB 4gua subterranea (controle)
4 dgua subterrinea + vinhaca (5% v/v)

e/ &/

Figura 3.8 — Experimento com agua subterranea (condigdo aerada)

3.8 — Comparaciao da biodegradabilidade de oleo diesel comercial e
intemperizado

A capacidade de diferentes microrganismos em biodegradar 6leo diesel comercial e
intemperizado (ASP) foi verificada utilizando-se a técnica baseada no indicador redox 2,6-
diclorofenol indofenol (DCPIP). O principio deste teste é que durante a oxidacdo microbiana
dos hidrocarbonetos, elétrons sdo transferidos até aceptores como oxigénio, nitrato e sulfato.

Ao incorporar um aceptor de elétron como o DCPIP ao meio de cultura, é possivel averiguar a
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capacidade dos microrganismos em utilizar hidrocarbonetos como substrato pela observacao
da mudanga de cor do DCPIP de azul (oxidado) para incolor (reduzido). Esta técnica
desenvolvida por Hanson et al. (1993) tem sido utilizada em varios trabalhos, por exemplo,
Cormack e Fraile (1997), Roy et al. (2002), Peixoto e Vieira (2005), Lovaglio et al. (2005),
Silva et al. (2005) e Souza et al. (2005).

Foi testada a biodegradabilidade do 6leo diesel comercial, comprado em um posto de
combustiveis em Rio Claro, e do 6leo diesel presente na 4gua subterranea (fase livre) no posto

ASP (Figura 3.9).

Figura 3.9 — Fase livre (6leo diesel) na dgua subterranea do posto ASP

3.8.1 — Microrganismos
Diferentes culturas de bactérias e consércios de microrganismos foram testados em

relacdo a capacidade de biodegradar os dleos diesel:
- Staphylococcus hominis e Kocuria palustris (item 3.6.1).

- Ochrobactrum anthropi e Bacillus cereus (item 3.6.1).
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- in6culo comercial EM (item 3.6.1).

- Pseudomonas aeruginosa LBI - isolada por Benincasa et al. (2002) de uma &rea

contaminada com hidrocarbonetos.
- consoércio microbiano R — obtido do efluente bruto da refinaria Replan (Petrobras).

- consorcio L — o lodo ativado de um reator piloto que estd sendo testado para o
tratamento de dgua de produgdo no “Terminal Maritimo Almirante Barroso —

Tebar” (Petrobras), localizado em Sao Sebastiao (SP).

- consorcios ASP-S e ASP-AS, obtidos respectivamente do solo e da 4gua

subterranea do posto ASP.

- consorcios SB-S e SB-AS, obtidos respectivamente do solo e da dgua subterranea

do posto SB.
- consorcio RC, proveniente do solo do posto RC.

- consorcio U, obtido de um solo ndo contaminado coletado no campus da Unesp

(Rio Claro).

3.8.2 — Preparo dos inoculos

Os in6culos S. hominis, K. palustris, O. anthropi, B. cereus, P. aeruginosa LBI e
consodrcio R foram preparados estriando-se as culturas, que estavam armazenadas em tubos,
em placas de Petri contendo meio nutriente agar (Merck, Alemanha). Para preparar os
consorcios ASP-S, SB-S, RC-S e U, 1.0 g dos respectivos solos foram adicionados a frascos
erlenmeyers (125 mL) contendo 50 mL de meio Bushnell-Hass (BH) (descrito no item 3.8.3)
e mantidos sob agitacdo durante 3 dias. Apds este periodo, o meio de cultivo foi estriado em
placas de Petri contendo meio nutriente agar. Os consércios ASP-AS e SB-AS foram
preparados pelo estriamento de dgua subterranea na superficie de placas de Petri contendo

meio nutriente agar.

As placas de Petri foram incubadas durante 24 horas a 35 °C. Entéo as células foram
raspadas utilizando-se dgua destilada estéril. Os consdrcios EM e L foram adicionados aos

frascos dos testes sem preparagdo prévia.
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3.8.3 — Preparo do teste

Os inéculos S. hominis, K. palustris, O. anthropi, B. cereus, P. aeruginosa LBI e
consércio R foram adicionados (125 uL, D.O. = 0,55; A = 610 nm (SHIMADZU UV-
1601PC)) separadamente a tubos de ensaio (duplicatas) que continham o meio Bushnell-Hass
(BH) (7,5 mL) e 50 uL de 6leo diesel, ambos previamente esterilizados em autoclave. A
concentragdo de DCPIP foi de 27 pg.mL". O inéculo EM (200 pL, concentragdo igual a 10
UFC.mL'l), o consércio L (1,0 mL, concentracdo igual to 10’ UFC.mL'l), os inéculos
preparados com os microrganismos nativos dos solos e dguas subterraneas (1,0 mL,
concentracdo ndo determinada) e P. aeruginosa LBI novamente (1,0 mL, concentragdo ndo
determinada) foram adicionados a frascos erlenmeyers (125 mL, duplicatas) que continham
meio BH estéril (50 mL) e 1% (v/v) de 6leo diesel. A concentracio de DCPIP foi de 20
mg.mL". Os tubos de cultura e os frascos erlenmeyers foram mantidos sob agitacio (240
rpm) a 2742 °C. O meio BH é composto por (g.L'l): MgSO0y: 0,2; CaCly: 0,02; KH,PO4: 1,05
KoHPO,: 1,0; NH4NOs: 1,0; FeCls: 0,05 (DIFCO MANUAL, 1984).

3.8.4 — Experimento respirométrico

A biodegradabilidade desses Oleos diesel também foi comparada em ensaio
respirométrico, onde os combustiveis foram aplicados ao solo RC. Para essa anélise foi feita
uma composi¢do de experimentos anteriores e de um experimento montado com a adi¢cdo do
6leo diesel ASP. Todos foram mantidos sob as mesmas condicdes, contudo, com periodos de
incubagdo diferentes. A Tabela 3.8 apresenta o protocolo dos experimentos que participaram

dessa analise.

Tabela 3.8 — Experimento respirométrico: Comparagdo da biodegradabilidade de dleo diesel

comercial e intemperizado (ASP).

tempo de incubacio

experimento condicio experimental (dias)

solo RC + dleo diesel comercial
(tratamento 5, Tabela 3.5)

solo RC + ¢leo diesel intemperizado (ASP)
(tratamento 3, Tabela 3.5)

solo RC + 6leo diesel comercial
2 (tratamento 8, Tabela 3.3)
solo RC + dleo diesel intemperizado (ASP) 89

92
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3.8.5 — Composicao dos dleos diesel

A andlise de cromatografia gasosa foi utilizada para a caracterizacdo dos 6leos diesel
(comercial e intemperizado). Primeiramente, solo superficial sem cobertura vegetal foi
coletado de uma 4rea ndo contaminada (campus da Unesp - Rio Claro), o qual foi peneirado
(tyler 14) antes de ser contaminado com Oleo diesel comercial ou intemperizado. Para as
andlises de BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos) e hidrocarbonetos poliaromaticos
(HPA), foram adicionados 8 mg de 6leo diesel por quilograma de solo e para a andlise de
hidrocarbonetos totais de petréleo (TPH), 3 mg.Kg'. As andlises foram realizadas pelo
laboratério “Analytical Solutions” (Sdo Paulo/SP) de acordo com as metodologias USEPA

8021B, 8270 e 8015B, respectivamente.

3.9 — Producao de biossurfactante utilizando-se 6leo diesel intemperizado
Neste experimento foi investigada a capacidade das culturas Staphylococcus hominis,
Kocuria palustris e Pseudomonas aeruginosa LBI utilizarem 6leo diesel intemperizado (ASP)

como matéria prima para producgido de biossurfactante.

3.9.1 — Preparo dos in6culos

Os inéculos foram preparados estriando-se as culturas, que estavam armazenadas em
tubos de cultura, em placas de Petri contendo meio nutriente agar (Merck, Alemanha). As
placas de Petri foram incubadas durante 24 horas a 35 °C. Entéo as células foram raspadas
utilizando-se dgua destilada estéril e o indculo entdo ajustado para uma D.O. de 0,65 a 610 nm

(SHIMADZU UV-1601PC).

3.9.2 — Condicoes de cultivo

Os experimentos foram realizados em frascos erlenmeyer (250 mL) contendo 50 mL
de meio liquido. Diferentes combinacdes de meio de cultura e fontes de carbono foram
avaliadas. Assim, foi testada a influéncia de dois meios na produg@o de biossurfactante: a) o
meio descrito por Robert et al. (1989), contendo (g.L'l): NaNOs: 4,0; KCI: 0,1; KH,PO4: 0,5;
K>HPO4: 1,0; CaCl,: 0,01; MgS04.7H,0: 0,5; FeSO,4.7H,0: 0,01; extrato de levedura: 0,1; e
0,05 mL/L da seguinte solu¢do de elementos tragos: B (0,026%), Cu (0,05%), Mn (0,05%),
Mo (0,006%) e Zn (0,07%); b) o meio Bushnell-Hass (BH) (item 3.8.3). O primeiro meio tem
sido empregado em experimentos de producdo de biossurfactantes com diferentes linhagens

de P. aeruginosa (ROBERT et al., 1989; BENINCASA et al., 2002; SILVA, 2005;
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PIROLLO, 2006), enquanto que o meio BH é normalmente usado em estudos onde é avaliada

a biodegradacgdo de hidrocarbonetos (HANSON et al., 1993; ROY et al., 2002).

Como fontes de carbono foram testados o 6leo diesel intemperizado do posto ASP
(D-ASP) e comparativamente, um 6leo diesel comercial (D-C) comprado em um posto de
combustiveis local. O meio mineral mais a fonte de carbono (diferentes concentragdes de 6leo
diesel (Tabela 3.9)) foram esterilizados conjuntamente em autoclave a 121 °C e 1 atm durante
15 minutos. Apds isto, os indculos (1 mL) foram adicionados aos frascos, que foram mantidos

sob agita¢do (240 rpm) durante 144 horas a 27+2°C.

Experimentos incluindo a linhagem Pseudomonas aeruginosa LBI e o meio Robert
com o 6leo diesel comercial ndo foram realizados porque previamente esta linhagem mostrou-

se eficiente em produzir biossurfactante nessas condi¢des em Pirdllo (2006).

3.9.3 — Medidas de tensao superficial

O monitoramento da producdo de biotensoativos foi realizado apés o periodo de
incubacdo medindo-se a tensd@o superficial do caldo livre de células (centrifugagdo, 8.000 rpm,
15 minutos), segundo o método do anel de De Nouy, utilizando-se o tensidmetro Kriiss K6

(Figura 3.10).

Figura 3.10 — Tensiometro Kriiss K6

3.9.4 — Verificacio de bioemulsificadores

Para os experimentos 1; 4; 5; 11; 14 e 15 (Tabela 3.9), determinou-se o Indice de
Emulsificacdo (E24), segundo Igbal et al. (1995), para a verificacdo da presenca de
bioemulsificadores, com a adi¢do de 1 mL de 6leo diesel (D-ASP) ou querosene ao caldo de

cultivo livre de células (1 mL), em tubos de ensaio seguidos por agitacdo em alta velocidade
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em vortex durante 2 minutos. Os tubos foram deixados em repouso por 24 horas e o indice de

emulsificacio foi calculado segundo a férmula:

E24= (altura da camada de emulsdo/altura total)x100 (3.4)

A realizacdo deste teste é importante porque nem todos biossurfactantes apresentam
boas propriedades tensoativas, porém em alguns casos, como o biossurfactante emulsan, sdo
6timos agentes emulsificantes de hidrocarbonetos (KIM et al, 1997). Segundo Ron e
Rosemberg (2001), os biossurfactantes com baixo peso molecular reduzem as tensdes inter e

superficiais, enquanto que os de alto peso molecular sdo emulsificadores.

3.9.5 — Aplicacao de ultrasom

Considerando-se a possibilidade de armazenamento de biossurfactante na parede
celular (GOMES et al., 2004), também foram realizados experimentos (Tabela 3.9) nos quais,
antes da realizacdo da medida da tensdo superficial, foi aplicada uma carga de ultrasom ao
meio de cultivo (com células) objetivando provocar a ruptura da parede celular e conseqiiente
liberagcdo de biossurfactante ao meio. O ultrasom foi irradiado no meio de cultura (com as
células) antes da medicao da tensdo superficial. O equipamento utilizado foi o “Desruptor de
Células” (UNIQUE), com uma freqiiéncia ultrasonica de 20 KHz, poténcia de 306 W e
empregando-se a macro ponta como agente gerador das ondas de ultrasom. Para os
experimentos 10 e 20 a carga de ultrasom foi aplicada durante 20 minutos e para os

experimentos 6; 8; 16 e 18, 10 minutos.

O ultrasom somente foi empregado nos experimentos com as culturas S. hominis e K.
palustris porque a bactéria P. aeruginosa LBI € um produtor de biossurfactante extra-celular

(PIROLLO, 2006).
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Tabela 3.9 — Resumo das condi¢des experimentais (producdo de biossurfactante)

Material e Métodos

experimento cultura meio de cultivo fonte de concentracdo de aplicacdo de
P carbono | oleo diesel (% v/v) ultrasom
1 1
2 5
3 10 nao
4 Robert et al. D-ASP 20
2 K. palustris (1989) ?g pe
] D-C 10 —
8 sim
) BH D-ASP 10 e
10 sim
11 1
12
13 10 nao
14 Robert et al. D-ASP 20
15 .. (1989) 30
6 S. hominis 0 sim
17 nao
18 D-C 10 sim
19 nao
20 BH D-ASP 10 Sim
Robert et al.
21 P. aeruginosa (1989) D-ASP 30 ndio
22 LBI BH 10
23 D-C

BH — Bushnell e Haas
D-ASP - 6leo diesel coletado no lencol fredtico do posto de combustiveis ASP
D-C - 6leo diesel comercial
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Avaliaciao da biorremediacao natural da agua subterrinea no posto de
combustiveis SB

Resultados obtidos a partir das andlises efetuadas nas amostras de dgua subterranea

coletadas entre Maio de 2004 e Abril de 2006 sdo mostrados nas Tabelas 4.1 até 4.3.

Tabela 4.1 - ParAmetros fisicos e quimicos avaliados nas amostras de dgua subterranea coletadas entre Maio
de 2004 e Abril de 2006.

poco data nivel T condutividade (25°C) OD* pH Eh
monit. coleta (m) (°C) (mS.cm™) (mg.L'l) (mV)

01/mai/04 2,46 25,0 0,308 44 6,0 14

SB1 29/abr/05 1,80 25,6 0,241 1,1 6,2 72
08/nov/05 1,27 25,0 0,378 2,2 5,8 - 46

10/abr/06 1,17 25,7 0,860 1,1 5,8 48
01/mai/04 1,69 26,3 0,173 4,6 6,2 203

SB2 29/abr/05 1,73 27,4 0,179 2,8 6,4 117
08/nov/05 2,33 25,3 0,310 5,0 6,3 215
10/abr/06 1,80 27,0 0,620 4,6 6,1 198

01/mai/04 3,60 25,2 0,254 4,3 6,5 53

SB3 29/abr/05 3,06 25,5 0,235 1,4 5,9 89

08/nov/05 2,88 24,5 0,281 2,6 59 75

10/abr/06 3,02 26,0 0,260 4,5 5,8 187
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Tabela 4.1 - ParAmetros fisicos e quimicos avaliados nas amostras de dgua subterrinea coletadas entre Maio
de 2004 e Abril de 2006 (cont.).

poco data Na Cl Mg Ca PO K
monit. coleta (mg.L")
01/mai/04 26,2 6,40 0,00 0,38 0,05 6,90
SB1 29/abr/05 33,2 11,4 0,07 0,36 0,53 20,6
08/nov/05 38,9 15,6 < 0,01 0,64 3,16 19,0
10/abr/06 64,5 12,7 0,05 0,58 2,86 4,55
01/mai/04 14,9 7,60 0,06 0,57 0,20 6,30
SB2 29/abr/05 14,3 3,20 0,01 0,57 0,12 18,2
08/nov/05 20,9 16,6 0,12 0,36 0,19 69,0
10/abr/06 15,9 3,20 < 0,01 0,60 0,18 4,86
01/mai/04 19,4 2,90 0,03 0,51 0,09 4,61
SB3 29/abr/05 18,8 6,00 0,07 0,41 0,11 4,57
08/nov/05 25,8 17,7 0,04 0,41 0,07 2,99
10/abr/06 27,8 9,40 < 0,01 0,51 0,14 4,55

Tabela 4.1 - ParAmetros fisicos e quimicos avaliados nas amostras de dgua subterrinea coletadas entre Maio
de 2004 e Abril de 2006 (cont.).

poco data SO42' Fe(II) NOy STS** alcalinidade***
monit. coleta (mg.L™h)

01/mai/04 62 < 0,01 0,50 8,0 52,0
SB1 29/abr/05 13 0,03 5,05 80 178
08/nov/05 27 1,30 1,90 10 72,0
10/abr/06 33 3,22 1,94 10 114
01/mai/04 11 0,01 0,08 8,0 39,0
SB2 29/abr/05 8,0 0,02 0,26 10 51,0
08/nov/05 8,0 0,03 0,28 20 77,0
10/abr/06 19 0,06 0,39 10 44,5
01/mai/04 17 < 0,01 1,11 80 95,0
SB3 29/abr/05 4,0 0,79 1,54 10 72,0
08/nov/05 9,0 0,01 0,38 80 67,0
10/abr/06 1,0 0,47 0,87 20 67,5

* oxigénio dissolvido
** g6lidos totais em suspensiao
*##%* alcalinidade expressa como HCOs

Tabela 4.2 - Concentragdo de BTEX nas amostras de dgua subterrdnea coletadas entre Maio de 2004 e
Abril de 2006.

poco data benzeno tolueno etil-benzeno xilenos TOTAL
monit. coleta (gL

01/mai/04 <LD! <LD <LD <LD <LD

SB1 29/abr/05 <LD <LD <LD <LD <LD
08/nov/05 <LD <LD <LD <LD <LD
10/abr/06 <LD <LD 4330 372 4702
01/mai/04 <LD <LD <LD <LD <LD

SB2 29/abr/05 <LD <LD <LD <LD <LD
08/nov/05 <LD <LD <LD <LD <LD
10/abr/06 49 69 90 99 307
01/mai/04 9,0 11,4 13,4 22,3 56,1

SB3 29/abr/05 <LD <LD <LD <LD <LD
08/nov/05 <LD <LD <LD <LD <LD
10/abr/06 57 <LD 914 334 1305

intervenciio® 5 700 300 500
referéncia’ 5 - - -

' LD (limite de detecgdio) = 4,0 ug.L"
> CETESB- “Valores orientadores para avaliacio de solos e dguas subterraneas, Novembro de 2005.”
3 Portaria 518, 21 de Dezembro de 2004 do Ministério da Satde.
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Tabela 4.3 - Concentragdo de hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPA)
nas amostras de dgua subterrdnea coletadas em abril de 2006 nos pocos de
monitoramento SB1; SB2 e SB3.

SB1 SB2 SB3 __intervencio’

HPA

(ug.Lh

Naftaleno <LD' 2,56 12,09 140
Acenaftileno <LD <LD <LD -
Fluoreno 1,15 4,97 4,54 -
Antraceno 2,34 0,87 2,87 -
Pireno <LD 6,12 1,97 -
Benzo (a) Antraceno <LD <LD <LD 1,75
Criseno 5,18 0,87 <LD -
Benzo (k) Fluoranteno <LD <LD <LD -
Benzo (a) Pireno <LD 0,02 0032 0,7°
Dibenzo (a,h) Antraceno <LD <LD <LD 0,18
Benzo (g,h,i) Pirileno 6,09 <LD <LD -
Indeno (1,2,3) Pireno <LD <LD <LD 0,17
Fenantreno 0,05 1,91 7,12 140
Fluoranteno <LD <LD <LD -
Benzo (b) Fluoranteno 0,07 0,054 <LD -
TOTAL 15 17 29

' LD (limite de detec¢iio) = 0,01 pg.L"
2 CETESB- “Valores orientadores para avaliacio de solos e d4guas subterraneas, Novembro de 2005.”
* Valor estipulado pela Portaria 518, 21 de Dezembro de 2004 do Ministério da Satde.

A partir dos dados de concentragdo dos componentes maiores (Tabela 4.1) foi feita a
classificacao hidroquimica da dgua subterranea com o auxilio do diagrama de Piper. Em todas
as coletas, as amostras foram classificadas como bicarbonatada sédica, com exce¢do do ponto
SB1 na 1?* coleta, classificada como bicarbonatada sulfatada. Assim, no geral, os resultados
obtidos em todas as coletas sdo semelhantes aos representados no diagrama da Figura 4.1, que

mostra os dados da 2* coleta.
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Figura 4.1 - Diagrama de Piper efetuado a partir de dados obtidos
com a coleta de amostras de dgua subterrinea realizada em Abril
de 2005 (2% coleta).

Observagdes de campo em relacdo ao pogo de monitoramento SB1, como odor de
H,S e rdpida recuperacdo em relac@o aos outros pocos, levantaram a suspeita da possibilidade
de infiltracdo de dgua proveniente da rede de esgoto. Teste realizado em laboratério
(plaqueamento em meio chromoculf®), cuja finalidade consistiu na verificacido da presenca de
bactérias do grupo coliformes totais e a bactéria Escherichia coli, mostrou que os trés pontos
de coleta apresentavam E. coli, sendo que somente no ponto SB1 foram verificados os
coliformes totais. A bactéria E. coli em outros estudos (SORKHOH et al.,, 1990; Al-
HADHRAMI et al., 1995) foi considerada como capaz de biodegradar hidrocarbonetos,
contudo, a presenca dos coliformes é um forte indicio da infiltracdo de esgoto doméstico.
Outros pardmetros (Tabela 4.1) também sdo indicativos quando sdo comparados os valores
obtidos para SB2 relativamente a SB1, que estdo situados proximamente, por exemplo, menor
concentracdo de oxigénio dissolvido, e maiores concentragdes de sédio, fosfato, sulfato e
nitrato. Portanto, devido a esta possivel influéncia externa, é conveniente ndo considerar os

valores medidos no ponto SB1 na andlise dos indicadores geoquimicos.

Fatores importantes para a avaliacdo da biorremediagdo natural como a

caracterizacdo da composicdo natural da 4gua subterrdnea (background) e a delimitacdo da
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pluma de contaminag@o ndo foram possiveis de serem obtidos devido ao pequeno ndmero de
pogos de monitoramento na area. Apesar disso, com as andlises realizadas € possivel verificar
alguns pardmetros que indicam a biodegradacdo dos contaminantes, como a presenca de

microrganismos hidrocarbonocldsticos (que consomem hidrocarbonetos) na dgua subterrinea.

De acordo com a metodologia proposta por Aaronson (1970), foi verificada a
presenga, na amostra coletada no ponto SB3, de bactérias do género Pseudomonas oxidantes
de naftaleno, e bactérias capazes de biodegradar benzeno e tolueno. A verificacdo da presenca
desses microrganismos na dgua subterrinea ¢ importante uma vez que o naftaleno, um
composto aromético policiclico (HPA) caracteristico na composic¢do de dleo diesel, bem como
o benzeno e o tolueno, estdo especificados na lista de referéncia de valores de intervengdo

para dguas subterraneas da CETESB (CETESB, 2005a).

No teste utilizando-se o indicador redox DCPIP (in6culo SB-AS), a descoloragdo do
meio de cultivo ocorreu em 3 dias para ambos os 6leos testados. Esse resultado mostra que os
microrganismos presentes na dgua subterranea apresentam a capacidade de degradar o 6leo

diesel mesmo este estando intemperizado.

Rosenberg e Gutnick (1981) concluiram que bactérias capazes de degradarem
hidrocarbonetos estdo localizadas potencialmente em todas as 4reas naturais, embora
apresentem grandes variagdes em suas concentragdes celulares. No entanto, é importante
ressaltar que apenas a constatacdo da presenca desses microrganismos ndo significa que uma
biorremediagdo efetiva esteja ocorrendo no local contaminado. Segundo Corseuil (1994) é
também importante verificar a presenca de biomassa suficiente para a degradacdo dos
contaminantes, pois baixas populacdes de microrganismos contaminantes-especificos podem
resultar em significantes periodos de retardo antes do inicio de uma biodegradacdo
mensurdvel. A dgua subterrdnea contaminada com hidrocarbonetos contem frequentemente
maiores densidades populacionais microbianas que a dgua subterrinea natural do local. Este
aumento estd relacionado a fonte suplementar de carbono oferecida pelos hidrocarbonetos
(RISER-ROBERTS, 1992). De acordo com USEPA (1987) apud Shaffner e Juneau (1995),
amostras de 4gua subterrdnea coletadas a montante de locais contaminados com
hidrocarbonetos tipicamente apresentam uma densidade populacional total de
aproximadamente 10% a 10’ unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC.mL™). A
populacdo de bactérias heterotrdficas totais nas amostras de dgua subterrdnea em todas as

coletas (Figura 4.2) variou entre 10" e 10° UFC.mL", valores compativeis com a baixa

74



Resultados e Discussdo

concentracdo de hidrocarbonetos verificada na dgua subterrdnea durante o periodo de

monitoramento.

0O SB1 m SB2 = SB3

s 12\

log (UFC/mL)

01/5/2004 29/4/2005 08/11/2005 10/4/2006

Figura 4.2 - Contagem de bactérias heterotréficas totais nas
amostras de dgua subterranea coletadas entre Maio de 2004
e Abril de 2006.

Os resultados das andlises fisico-quimicas da dgua subterranea realizadas durante o
periodo de monitoramento de dois anos (Tabela 4.1) também fornecem pardmetros que
indicam condicdes favordveis a biodegradacdo dos contaminantes, como temperatura proximo
a 25 °C, pH ligeiramente 4cido e condi¢des oxidantes (valores de Eh positivos). Contudo a

baixa concentrag@o de fésforo dissolvido (PO,™) pode ser um fator limitante.

Nas datas em que foi constatada a presenca de hidrocarbonetos na 4gua subterranea,
as concentragdes de BTEX no ponto SB3, préximo ao local do vazamento, sempre foram
maiores que aquelas encontradas em SB2 que estd a jusante (Tabela 4.2), sendo que somente
no primeiro foi detectada fase livre. Esta diminuicdo pode ser atribuida a processos como
adveccao, dilui¢do, dispersao, sor¢do, volatilizacdo e também a biodegradacio, pois niveis de
oxigénio dissolvido e alcalinidade sdo, respectivamente, menores e maiores em SB3. Em
locais onde esteja ocorrendo processos aerdbios de biodegradacdo, a concentragdo de
oxigénio diminui nos locais de maior concentracdo de hidrocarbonetos devido ao consumo
destes pelos microrganismos e como produto desse metabolismo tem-se a producao de CO,,
que causa o aumento da alcalinidade. Os indicadores geoquimicos também indicam que
processos anaerdbios de biodegradagdo possivelmente ndo estdo ocorrendo, uma vez que o
aqiiffero apresenta condi¢des oxidantes e a variacdo das concentracdes de nitrato, sulfato, e

Fe (II) entre SB3 e SB2 nio sdo significativas.
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Na dltima coleta, apés um ano em que a concentracdo de BTEX esteve abaixo do
nivel de deteccdo, houve um aumento considerdvel na concentracdo destes contaminantes
(Tabela 4.2). Isto indica que hidrocarbonetos retidos ou adsorvidos no solo representam uma
fonte constante de contaminagdo. Nesta mesma data, também foi realizada a andlise dos
hidrocarbonetos policiclicos aromdticos (HPA) e os valores ndo se encontraram acima
daqueles permitidos pela legislacdo (Tabela 4.3). Em SB3, as concentracdes de benzeno e
etilbenzeno estdo acima do valor de intervencdo determinado pela Cetesb, sendo este valor
definido como “a concentragdo de determinada substiancia no solo ou na dgua subterranea
acima da qual existem riscos potenciais, diretos ou indiretos, a satide humana, considerado um
cendrio de exposi¢do genérico” (CETESB, 2005a). Nestes casos, o 6érgdo ambiental indica a
necessidade de acdes para resguardar os receptores de risco. A jusante de SB3, em SB2, as
concentracdes diminuem e apenas a concentragdo de benzeno continua acima dos valores
permitidos pela legislacdo. Segundo Borden et al. (1995), a taxa de biodegradacdo de
compostos aromadticos em ambientes aerébios pode ser bastante alta, portanto € muito
provavel que mais a jusante a concentracdo deste contaminante atinja valores aceitdveis.
Considerando que nesta regido ndo hd captacdo de dgua subterrdnea para abastecimento
publico, a biorremediacdo natural monitorada é uma opg¢ao bastante adequada de saneamento,
sendo que a instalagio de novos pogos de monitoramento a jusante de SB2 seria

imprescindivel para uma confirmac¢@o mais precisa da extensio dessa pluma.

4.2 — Caracterizacao das amostras de solos

A Tabela 4.4 traz a caracterizacdo fisico-quimica das amostras de solos. As
concentracdes de metais pesados ndo estdo acima dos niveis mais restritivos determinados

pela Cetesb (CETESB, 2005a).
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Tabela 4.4 — Caracterizacdo das amostras de solos

tipos de solo

parametros ASP SB RC
pH (CaCl,)* 6,7 5,0 6,7
carbono organico (%) 1,39 0,99 0,29
nitrogénio total (%) 0,08 0,07 0,02
fésforo disponivel (ppm) 6,0 3,0 2,0
C:N:P 100 : 5,75 : 0,043 100 : 7,08 : 0,03 100 : 6,89 : 0,10
(mmolc/dm’)

K 1,7 1.4 L1
Ca 100 20 15
Mg 8 6 2
H+Al 11 16 10
A] _(i _a _éi
cTC’ 121,8 44,1 28,7

granulometria (%)

areia 78,7 66,7 81,4

silte 16,3 18,3 73

argila 5,0 15,0 11,3
micronutrientes (ppm) metais pesados (ppm)

solo S Na Fe Mn Cu Zn B Co Mo Ba Cd Cr Ni Pb

ASP 24 24 136 94 16 1,7 024 -* 0,03| 9,73 0,03 2,10 044 59
SB 14 17 150 49,1 1,1 22 021 229 -* |5581 0,19 492 1,53 17,96
RC 12 13 9 30 06 73 015 05 -° 4,06 0,12 993 030 7,10

“ ndo detectado
Pcapacidade de troca catidnica

4.3 - Avaliacao de diferentes técnicas de biorremediacao aplicadas ao solo
ASP

A quantidade acumulada de CO, produzido durante os 55 dias de incubagdo e a
producio didria de CO, sdo mostradas nas Figuras 4.3 e 4.4, respectivamente. Os tratamentos
nio apresentaram a fase de adaptacdo (fase lag), provavelmente devido a uma adaptagdo
prévia dos microrganismos aos poluentes e a condicdes experimentais favordveis.
Comparando a taxa de producdo média de CO, durante os primeiros 20 dias e o periodo
subseqiiente, houve uma diminuicdo de aproximadamente 45 % para os tratamentos 1; 3; S e
7, e 23 % para os tratamentos 2; 4; 6 e 8. Esta variacdo pode ter sido causada por uma
transicdo de fontes de carbono. O consumo dos hidrocarbonetos mais facilmente
biodegradaveis (hidrocarbonetos lineares e de cadeias abertas) resulta na diminui¢do da
biodisponibilidade desses compostos. A falta dessas fontes exigiria uma adaptacdo metabdlica

dos microrganismos para consumirem hidrocarbonetos mais recalcitrantes, como o0s
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poliaromaticos, resultando no decréscimo da produgdo de CO,. Como esse comportamento foi
mais evidente em tratamentos com adi¢ao de nutrientes (1; 3; 5 e 7), isto sugere que o efeito
benéfico obtido com os nutrientes ¢ menos pronunciado na biodegradacdo de hidrocarbonetos
recalcitrantes, como observado por Hencklein (2005) quando estudou a biodegradabilidade de

borra oleosa de refinaria.
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Condigoes experimentais
80001 —e—1 —m—2 —A—3
—>—4 —<—5 —e—6
7000 4 —&—7 —0—8

6000 -
5000

4000 -

3000 -

CO2 produzido (fJmol)
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1000 -

tempo (dias)

Figura 4.3 - Produgdo acumulada de CO, durante a incubacao.

Cada barra de erro representa 1 desvio padrio de trés réplicas.
Tratamentos: 1 — NP/S/CB; 2 — S/CB; 3 — NP/CB; 4 — CB; 5 - NP/S; 6 - S; 7 — NP; 8 —
controle. NP: nitrogénio e fésforo; S: surfactante; CB: consodrcio bacteriano.
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Figura 4.4 - Producdo didria de CO, durante a incubacio.

Tratamentos: 1 — NP/S/CB; 2 — S/CB; 3 — NP/CB; 4 - CB; 5 - NP/S; 6 — S; 7 — NP; 8 — controle.
NP: nitrogénio e f6sforo; S: surfactante; CB: consércio bacteriano.

A eficiéncia de biodegradacdo (EB) (Figura 4.5) foi calculada usando a Equacgdo 3.3

baseada na producdo total de CO,. Esta eficiéncia estd relacionada com a mineralizagido dos
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hidrocarbonetos, portanto, nao considera a formacdo de subprodutos intermedidrios.
Tratamentos com a adicdo de nutrientes (1; 3; 5 e 7) mostraram claramente melhores
resultados (até 19,8%). Na Figura 4.6, o diagrama de Pareto, obtido através do planejamento
experimental, representa os efeitos de cada varidvel testada na eficiéncia de biodegradacao.
Efeitos foram considerados estatisticamente significantes para um nivel de 95% de
confiabilidade, o qual é representado pela linha tracejada (p = 0,05). Efeitos com valores
positivos acima daquele indicado pela linha tracejada indicam que o tratamento em questdo é
favordvel para a eficiéncia de remogao dos poluentes. Assim, as trés varidveis isoladamente e

a combinacdo de nutrientes com surfactante (/ by 2) influenciaram positivamente o processo

de biodegradacao.
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Figura 4.5 - Eficiéncia de biodegradacdo dos tratamentos
obtida através de dados respirométricos. Cada barra de erro

representa 1 desvio padrdo de trés réplicas.
Tratamentos: 1 — NP/S/CB; 2 — S/CB; 3 — NP/CB; 4 - CB; 5 — NP/S; 6 - S; 7 - NP; 8 —
controle. NP: nitrogénio e fésforo; S: surfactante; CB: conséreio bacteriano.

Eficiéncia de Biodegradagao (respirdmetria)

12,46453

0 2 4 6 8 10 12 14
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 4.6 - Diagrama de Pareto gerado a partir das

condi¢des experimentais.
Tratamentos: NP: nitrogénio e fésforo; S: surfactante; CB: consércio bacteriano.
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O efeito relativamente maior dos nutrientes indica que a disponibilidade de nutrientes
¢ um fator limitante importante da biorremediagdo natural do solo ASP. O efeito positivo
desse tipo de tratamento foi verificado em diversos trabalhos (GALLEGO et al., 2001;
CARDONA e ITURBE, 2003). Contudo, alguns estudos revelam que a correcdo das
quantidades de nitrogénio e fésforo pode ndo apresentar efeitos na descontaminagdo
(SEKLEMOVA et al., 2001; HENCKLEIN, 2005) ou mesmo representar um fator inibitério
devido a uma quantidade excessiva adicionada (TRINDADE et al., 2002; WALWOTH et al.,
1997). O nitrogénio quando adicionado na forma de sais de amodnia pode ser téxico aos
microrganismos devido a possibilidade da geracdo de amoénia, podendo ser letal em altas
concentracdes. Algumas fontes de fosforo (fosfatos e orto-fosfatos) podem ter diversos efeitos
na biodegradacdo, dependendo da toxicidade e solubilidade apresentada por essas fontes
((GIBB et al., 2000 e MARGESIN et al., 2000) apud TRINDADE et al., 2002). Segundo
Walworth et al. (1997), niveis inibitérios de nitrogénio estdo na faixa de 100 a 4000
mgN.Kg'. Estes valores nio estio de acordo com a corre¢do de 2090 mgN.Kg"' efetuada

nesse experimento.

A bioestimulacdio com a adi¢cdo do surfactante Tween 80, cuja fungdo é a de
aumentar a disponibilidade dos hidrocarbonetos aos microrganismos, também apresentou
efeitos positivos na eficiéncia de biodegradagdo, principalmente nos tratamentos (1 e 5) onde
os nutrientes haviam sido ajustados. Os efeitos dos surfactantes em processos de
biorremediacdo podem variar desde a estimulagdo até a inibicao da desorcdo e biodegradacdo
dos hidrocarbonetos (VOLKERING et al., 1998). Neste experimento, o surfactante nao
causou inibi¢do do crescimento bacteriano devido a uma possivel toxicidade de compostos
metabdlicos intermediarios, assim como ndo houve estimulo do crescimento devido a uma
possivel utilizacdo do surfactante como co-substrato, uma vez que a média da populagcdo
bacteriana nos tratamentos com Tween 80 nao difere estatisticamente (ANOVA) dos outros
tratamentos. Aumento das taxas de biodegradacdo devido a adi¢do do surfactante Tween 80
também foi obtido por Xie (2003), Kataoka (2001) e Mueller et al. (1991) apud Rouse et al.
(1994). De acordo com Zheng e Obbard (2002), Tween 80 € um polioxietileno biodegradédvel
e nao apresenta toxicidade quando presente no ambiente. Contudo, Hencklein (2005)
observou diminui¢do da eficiéncia de biodegradacdo ao utilizar esse surfactante, o qual pode
ter aumentado a disponibilidade de compostos mais téxicos presentes na borra oleosa oriunda

de refinaria de petréleo.
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O bioaumento com o consércio bacteriano foi a varidvel que apresentou
relativamente o menor efeito positivo nas taxas de biodegradagdo. Comparando-se os
tratamentos 1 e 5, € possivel observar que a presenca do consércio no tratamento 1 aumentou
claramente a eficiéncia de biodegradagdo (Figura 4.5). Este efeito positivo também pode ser
notado na contagem final da populacdo bacterioldgica, pois, o tratamento 1 foi o que
apresentou maior acréscimo. Contudo, a média das populacdes nos tratamentos com
bioaumento ndo foi estatisticamente (ANOVA) diferente dos outros tratamentos, o que pode
ser um indicio do fraco efeito dessa varidvel. Alguns pesquisadores reportam que o
bioaumento pode ndo apresentar efeitos positivos, ou meramente marginais, na biodegradacao
de hidrocarbonetos. Culturas de microrganismos capazes de degradar poluentes organicos
podem falhar nessa fungcdo quando inoculados em ambientes naturais, porque estdo
susceptiveis a toxinas ou predadores presentes no ambiente. Além disso, os microrganismos
podem metabolizar outros compostos organicos em preferéncia ao poluente ou serem
incapazes de se percolarem através do solo até os pontos de contaminacdo. O sucesso do uso
de indculos microbianos requer que oOSs microrganismos entrem em contato com oS
contaminantes, contudo, a adsorcdo fisica as particulas do solo ou a filtracdo através de
pequenos poros podem limitar o transporte dos microrganismos (MARQUES-ROCHA et al.,
2001). Em alguns estudos, a estratégia do bioaumento tem apresentado melhores resultados

quando realizada com microrganismos autéctones (BENTO et al., 2003).

Em termos de remocao de hidrocarbonetos (Figura 4.7), o comportamento foi similar
aos dados respirométricos, isto é, tratamentos mais eficientes foram obtidos com nutrientes
em combinagdo com outras estratégias. O tratamento 3 que apresentou maior remocao (57,8%
de eficiéncia) de hidrocarbonetos (soma de todas as faixas) ndo corresponde ao tratamento
com maior grau de mineralizacdo (tratamento 1). Em relacdo as faixas de hidrocarbonetos,
nao houve diferencas significativas entre a biodegradacdo de hidrocarbonetos leves e pesados
como observado por Bento et al. (2003). Os valores iniciais das concentragdes sao (mg.kg'l):

151 (C8-C11); 1385(C11-C14); 2255 (C14-C20); 1770 (C20-C40); 5561 (total).
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Figura 4.7 - Eficiéncia de remocao de hidrocarbonetos.

Anilises realizadas pelo laboratério Bioagri Ambiental.
Tratamentos: 1 — NP/S/CB; 2 — S/CB; 3 — NP/CB; 4 — CB; 5 — NP/S; 6 — S; 7 — NP; 8 — controle.
NP: nitrogénio e fésforo; S: surfactante; CB: consoércio bacteriano.

Na Figura 4.8 estd representada a contagem de bactérias heterotréficas totais
presentes no solo antes e depois do experimento. Na maioria dos tratamentos, as populagdes
microbiolégicas no final do experimento eram aproximadamente de 2 a 30 vezes maiores que
as iniciais. O ntmero de bactérias heterotréficas ndo foi influenciado pelos tratamentos
(ANOVA), como observado por Bento et al. (2003). Hickman e Novak (1989) concluiram
que a biomassa microbioldgica total pode ser um parametro ineficiente para se determinar o
potencial de biodegradacdo, principalmente porque a biomassa ativa pode diferir na

composi¢do de espécies e nos regimes metabodlicos.

Na contagem de bactérias heterotréficas totais apds o término deste experimento, foi
observado nas placas de Petri o dominio, em termos de nimero de unidades formadoras de
coldnia, de duas coldnias que diferiam pela cor (branca e amarela). As colonias brancas foram
classificadas como Staphylococcus hominis e as amarelas como Kocuria palustris, ambas
cocus gram-positivos. Na literatura consultada, ndo foram encontrados estudos que
relacionassem a presenca dessas espécies em solos contaminados com hidrocarbonetos.

Contudo, Gomes et al. (2004) isolaram Staphylococcus aureus de amostras de 6leo pesado.
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Figura 4.8 - Populacio de bactérias heterotroficas totais
inicial e final do

presentes no solo nos tempos

experimento respirométrico.
Tratamentos: 1 — NP/S/CB; 2 — S/CB; 3 - NP/CB; 4 - CB; 5-NP/S; 6 - S; 7—-NP; 8

— controle. NP: nitrogénio e fosforo; S: surfactante; CB: consorcio bacteriano.

A Tabela 4.5 expressa os valores de pH e consumo de nitrogénio e fésforo no final

dos tratamentos. Os valores de pH nos tratamentos sem adi¢do de nutrientes aumentaram em

comparacdo ao valor inicial de 6,7. Segundo Rhaman et al. (2003), um aumento no valor de

pH sugere a formagdo de sub-produtos durante a degradacdo dos hidrocarbonetos. Este

comportamento ndo foi observado nos tratamentos com adicdo de nutrientes, pois, O

(NH4),SO, tem a propriedade de aumentar a acidez do solo. E importante ressaltar que

nenhum dos valores finais de pH € considerado prejudicial a atividade bioldgica.

Em relacdo aos nutrientes, o consumo de N apresentou uma relacdo linear com a

eficiéncia de biodegradacao (r = 0,7485; p = 0,0326); o baixo consumo de P nos tratamentos

sem ajuste de nutrientes sugere que esse elemento, quando em baixas concentragdes, nio estd

disponivel para a populacio bacteriana.

Tabela 4.5 - Valores de pH e consumo de nitrogénio e fésforo no final do experimento respirométrico.

tratamento pH final (CaCl,) N (mg.Kg") P (mg.Kg’l)

1 6,5 760 73
2 7,4 310 1

3 6,7 970 69
4 7,5 310 0
5 6,7 1110 71
6 7,5 380 0
7 6,8 900 59
8 7,5 450 0

Tratamentos: 1 — NP/S/CB; 2 — S/CB; 3 — NP/CB; 4 — CB; 5 — NP/S; 6 — S; 7 — NP; 8 — controle. NP: nitrogénio e fésforo; S: surfactante;

CB: consorcio bacteriano.
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Os resultados obtidos com o teste bioldgico de toxicidade aguda com Daphnia
similis estdo listados na Tabela 4.6. Inicialmente, somente tratamentos com adi¢do de
nutrientes apresentaram algum grau de toxicidade e no final dos tratamentos ocorreram
diferentes graus de toxicidade, independentemente das estratégias e eficiéncia de
biodegradacio alcangcada. Mediante os dados da Tabela 4.6, é razodvel rejeitar qualquer efeito
téxico derivado dos nutrientes e do surfactante Tween 80. Pelo fato do teste ser baseado na
extracdo aquosa dos poluentes, a maioria dos hidrocarbonetos iniciais, que tem baixa
solubilidade em 4gua, foi limitadamente transferida para a 4gua. Assim, uma possivel
explicacdo para o aumento da toxicidade durante a conversdo microbiana dos hidrocarbonetos

¢é a formacdo de metabdlitos intermedidrios mais soldveis.

Tabela 4.6 - Teste de toxicidade aguda empregando Daphnia similis.

CES50, 48h dos tratamentos

tempo 1 2 3 4 5 6 7 8
inicial 7,16 R 7,16 - 7,16 - 7,16 -
final 6,91 6,32 7,03 0,83 4,17 1,78 0,73 0,17

Tom e (ho:

ndo téxico
Tratamentos: 1 — NP/S/CB; 2 — S/CB; 3 — NP/CB; 4 — CB; 5 — NP/S; 6 — S; 7 — NP; 8 — controle. NP: nitrogénio e fdsforo; S:
surfactante; CB: consércio bacteriano.

4.4 — Avaliacao da técnica de bioaumento aplicada a solos

4.4.1 — Teste de biodegradabilidade do dleo diesel

Os resultados obtidos com o teste de biodegradabilidade usando o indicador DCPIP
(Tabela 4.7) mostram que os indculos usados nos tratamentos sdo capazes de degradar 6leo
diesel (comercial). Além disso, os testes realizados com 0s microrganismos nativos indicam

que os solos t€m uma microbiota adaptada para degradar hidrocarbonetos.
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Tabela 4.7 - Teste de biodegradabilidade do 6leo diesel (comercial)
usando o indicador DCPIP

cultura descoloracio

S. hominis sim (apds 3 dias)

K. palustris sim (apds 3 dias)

S. hominis + K. palustris sim (apds 3 dias)
O. anthropi sim (apds 3 dias)
consorcio microbiano - R sim (apds 4 dias)
inoculo comercial - EM sim (apds 13 dias)
microrganismos nativos - ASP sim (apds 3 dias)
microrganismos nativos - SB sim (apds 6 dias)
microrganismos nativos - RC sim (apds 2 dias)

Obs: durante o teste nio foi observado descoloracdo do controle do substrato
(sem indculo) ou do controle do inéculo (sem Sleo diesel).

4.4.2 — Experimentos respirométricos

A producdo didria e acumulada de CO, nos tratamentos 1, 2 e 3 (solo ASP) sdo
mostrados, respectivamente, nas Figuras 4.9 e 4.10. Nao houve fase de adaptacdo em nenhum
dos tratamentos, provavelmente devido a uma adaptacdo prévia dos microrganismos aos
poluentes (o in6culo consistiu de microrganismos indigenos) e a favordveis condigdes
experimentais. Inicialmente a producdo de CO, nos tratamentos 2 e 3 (Figura 4.9) ¢
claramente superior ao 1, contudo, aproximadamente depois do 15° dia, estas curvas mostram
uma tendéncia de alcancgar valores iguais ao do controle (tratamento 1), supostamente devido
a exaustdo dos hidrocarbonetos prontamente degraddveis e ao consumo de nutrientes (Tabela

4.12).

A producdo de CO; nos tratamentos com o solo SB (4 ao 6), representada nas
Figuras 4.11 e 4.12, demonstram que também ndo houve fase de adaptacdo nesses casos,
apesar do indculo ser constituido por microrganismos exdgenos. A adi¢do de nutrientes no
solo SB teve um efeito positivo menos pronunciado. De acordo com Bosma et al. (1997), a
taxa em que as células microbianas podem converter compostos quimicos durante a
biorremedia¢do depende de dois fatores: a velocidade do metabolismo (a atividade intrinseca
da célula) e a taxa de transferéncia do contaminante para a célula (transferéncia de massa), a
chamada biodisponibilidade. A correcdo nutricional estd relacionada ao primeiro fator, mas

esta pode ndo ter efeito quando a transferéncia de massa é um fator limitante.
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A diminui¢@o da biodisponibilidade pode ser um resultado de dois fatores no caso do
solo SB. Como relatado por Loser et al. (1999), a presenca de particulas finas no solo e baixos
niveis de concentracio de hidrocarbonetos influenciam negativamente a biodisponibilidade. O
solo SB tem uma porcentagem de argila trés vezes maior que o solo ASP (Tabela 4.4) e

concentragdes menores de hidrocarbonetos, respectivamente, 7198 e 22607 mg.kg'l.
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Figura 4.9 - Produc¢do didria de CO, durante a incubagdo dos
tratamentos (ASP — parte 1).

Tratamentos: 1 — controle (nenhum tratamento); 2 - bioestimulacdo (adi¢do de N e P); 3 -
bioestimulacdo (adi¢do de N e P) e bioaumento (consércio bacteriano).

8000
7000 - Parte 1 - ASP

——1 —0-2 ——3

6000 -
5000 ~
4000 -

3000 ~

CO2 produzido (umol)

2000 -

tempo (dias)

Figura 4.10 - Produc@o acumulada de CO, durante incubacio
dos tratamentos (ASP — parte 1). Cada barra de erro representa

um desvio padrdo de trés réplicas.
Tratamentos: 1 — controle (nenhum tratamento); 2 - bioestimulag@o (adi¢do de N e P); 3 -
bioestimulagdo (adi¢do de N e P) e bioaumento (consércio bacteriano).
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produgéo diaria de COz (.mol.d“)
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Figura 4.11 - Produgdo didria de CO, durante a incubag@o dos
tratamentos (SB — parte 1).

Tratamentos: 4 — controle (nenhum tratamento); 5 - bioestimulagdo (adi¢do de N e P); 6 -
bioestimulagdo (adicdo de N e P) e bioaumento (consércio bacteriano).
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Figura 4.12 - Produc@o acumulada de CO, durante a incubacio
dos tratamentos (SB — parte 1). Cada barra de erro representa
um desvio padrio de trés réplicas.

Tratamentos: 4 — controle (nenhum tratamento); 5 - bioestimulagdo (adicdo de N e P); 6 -
bioestimulagdo (adi¢do de N e P) e bioaumento (consorcio bacteriano).

Baseado na producdo de CO,, a eficiéncia de biodegradacdo (EB) foi calculada
usando a Equacdo 3.3 (Figuras 4.13 e 4.14). Esta eficiéncia estd relacionada a mineralizacao
dos hidrocarbonetos, portanto, ndo considera a formagdo de intermedidrios. Para ambos os
solos, a adicdo de nutrientes teve um efeito positivo na efici€éncia de biodegradagdo (ANOVA,

nivel de confianca de 95%). O bioestimulo com a adicdo de nutrientes (N e P) tem sido
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reportado como um importante fator para aumentar a eficiéncia da biorremediagdo
(GALLEGO et al., 2001; CARDONA e ITURBE, 2003). Contudo, quando considerado o
foco principal desse experimento, isto €, o estimulo da biorremediagdo mediante a injecdo de
inéculo, no solo ASP isto ndo teve efeito, e no solo SB a influéncia negativa do indculo
diminuiu o efeito positivo alcancado com a injecdo de nutrientes, de maneira que este
tratamento obteve uma eficiéncia de biodegradacdo com nenhuma diferenca em relacdo ao

controle.

Em alguns estudos, com o bioaumento da populacdo bacteriana que estd presente no
solo, a degradacdo de Sleo diesel e outros hidrocarbonetos presente no solo foi favorecida
(KATAOKA, 2001; BENTO et al., 2003). No entanto, alguns pesquisadores reportam que a
injecio de indculos ndo tem efeitos positivos ou sdo pouco significativos (MARQUES-
ROCHA et al., 2001), um comportamento verificado no caso do solo ASP. O resultado obtido
com o solo SB sugere que a competi¢cdo por regimes metabdlicos entre as culturas inoculadas
e nativas e as diferentes condi¢des do solo (a adaptacdo do indculo a condi¢des mais dcidas no
solo SB, Tabela 4.4) podem ter influenciado negativamente. Este efeito prejudicial obtido
com a técnica de bioaumento também foi observado por Pala et al. (2002) e Trindade et al.

(2002).
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Figura 4.13 - Eficiéncia de biodegradacdo obtida com os dados
respirométricos dos tratamentos (ASP — parte 1). Cada barra de

erro representa um desvio padrdo de trés réplicas.
Tratamentos: 1 — controle (nenhum tratamento); 2 - bioestimulagdo (adi¢do de N e P); 3 -
bioestimulagao (adi¢do de N e P) e bioaumento (consércio bacteriano).
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Figura 4.14 - Eficiéncia de biodegradacido obtida com os dados
respirométricos dos tratamentos (SB — parte 1). Cada barra de
erro representa um desvio padréo de trés réplicas.

Tratamentos: 4 — controle (nenhum tratamento); 5 - bioestimulacdo (adicdo de N e P); 6 -
bioestimulagdo (adi¢do de N e P) e bioaumento (consércio bacteriano).

Na Figura 4.23 estd representada a contagem de bactérias heterotréficas totais
realizada antes e ap6s os tratamentos. Em relagdo ao solo ASP, os tratamentos com adicdo de
nutrientes (2 e 3) tiveram a populacio bacteriana final maior que a do controle e é possivel
verificar a inefici€éncia do indculo no tratamento 3, pois, a contagem final foi igual ao do
tratamento 2, apesar de uma populacdo inicial maior. No solo SB, o valor final no tratamento
5 € maior que no tratamento 4, confirmando o efeito positivo dos nutrientes que
proporcionaram um crescimento significativo em relacdo ao tempo inicial. Este
comportamento ndo foi observado no tratamento 6, possivelmente devido a competi¢io

causada pelos microrganismos exégenos.

Andlises cromatogréficas de amostras dos solos ASP e SB (Tabela 4.8) revelam que
nesses locais o 6leo diesel sofreu um processo de intemperizagdo, isto €, o combustivel teve
suas caracteristicas alteradas por mecanismos fisico-quimicos e biol6gicos devido ao longo

periodo de exposicao as condi¢gdes naturais.

O ¢leo diesel contem de 2000 a 4000 hidrocarbonetos, que compdem uma mistura
complexa de alcanos normais, ramificados e ciclicos e compostos aromaticos (GALLEGO et

al., 2001), os quais ndo podem ser totalmente separados pela cromatografia gasosa. De fato,
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somente 0s n-alcanos e alguns hidrocarbonetos ramificados podem ser identificados
separadamente. Perfis cromatograficos de um 6leo diesel comercial, como usado nos
tratamentos 7 ao 12 (Figura 4.19), geralmente apresentam um resolucio satisfatéria para todos
os n-alcanos e alguns outros alcanos isoprendides, como o pristano (2,6,10,14-tetrametil-
pentadecano) e o fitano (2,6,10,14-tetrametil-hexadecano). Contudo, a maior fracdo do éleo
diesel ndo é caracterizada, porque a maioria dos componentes ndo pode ser resolvida e estes
aparecem nos cromatogramas como uma ‘“lombada”, que € chamada a “mistura complexa nao
resolvida (MCNR)”, que presumivelmente inclui alcanos ramificados e ciclicos e subprodutos
das transformacdes dos hidrocarbonetos (MARCHAL et al., 2003; BREGNARD et al., 1996).
Os hidrocarbonetos resolvidos sao chamados ‘“hidrocarbonetos totais resolvidos (HTR)” a os
“hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP)” sdo a soma dos HTR e da MCNR. Os HTR sdo

hidrocarbonetos nao degradados e aparecem como picos nos cromatogramas.

Microrganismos degradadores de hidrocarbonetos usualmente degradam alcanos
ramificados e compostos isoprendides em velocidades menores que os alcanos de cadeias
lineares. Portanto, a razdo de alcanos lineares em relacdo aos compostos altamente
ramificados pode refletir a extensdo de degradacdo do Oleo diesel causada por
microrganismos (BALBA et al., 1998). Nos cromatogramas, a “lombada” correspondente a

MCNR torna-se maior e os picos dos HTR diminuem devido a biodegradacao.

Os hidrocarbonetos nos solos ASP e SB sdo principalmente caracterizados como
alcanos isoprendides e MCNR, os quais sdo mais recalcitrantes que os n-alcanos (GALLEGO

et al., 2001), e esta composicao € caracteristica de um 6leo diesel intemperizado.

Tabela 4.8 - Concentracdo de hidrocarbonetos nos solos ASP e SB

solp ~ M-alcanos pristano fitano HTR MCNR HTP
totais
(mgkg")
ASP <LD 266 162 2844 19763 22607
SB 81,8 65,0 438 941 6256 7198

LD (limite de detecgio) = 0,4 mg.kg”
HTR - Hidrocarbonetos Totais Resolvidos; MCNR — Mistura Complexa ndo Resolvida; HTP - Hidrocarbonetos Totais de Petréleo
Andlises realizadas por Analytical Technology .

A concentracdo de hidrocarbonetos determinada no inicio e fim dos tratamentos 1 ao
6 ¢ mostrada na Tabela 4.9. Somente a fracdo HTR foi determinada inicialmente e as
concentragdes do pristano e fitano ndo foram aferidas para esses tratamentos. Os resultados
estdo de acordo com os dados respirométricos, isto €, maiores eficiéncia de remocdo de HTR

e menor concentragdo final das outras fracdes de hidrocarbonetos nos tratamentos com
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melhores eficiéncias de biodegradacdo. Estes resultados também indicam que os
microrganismos autéctones estavam adaptados ao Oleo diesel intemperizado presente nos
solos ASP e SB e que um contetido desbalanceado de nutrientes era um fator limitante.

Cromatogramas das andlises finais podem ser vistos na Figura 4.15.

Tabela 4.9 - Concentragdo de hidrocarbonetos no inicio (1) e final (2) dos
tratamentos 1 ao 6. Valores entre parénteses indicam a eficiéncia de remogdo (%)

n-alcanos

tratamento HTR . MCNR HTP
totais
1 2 2 2 2
mg.kg’
1 4084 i?f;’ <LD! 20112 23732
2 4084 z(ggg’ <LD' 15970 18620
2988 1
3 4084 27 <LD 17157 20145
565 2

4 877 (36) <LD 3287 3851
383 )

5 877 (56) <LD 2185 2568
752 2

6 877 (14) <LD 4423 5175

LD (limite de deteccao) = (1) 21 mg.kg"; 2)8 mg.kg'l

HTR - Hidrocarbonetos Totais Resolvidos; MCNR — Mistura Complexa nao Resolvida;

HTP - Hidrocarbonetos Totais de Petréleo;

Anilises realizadas por Analytical Technology, exceto HTR no tempo inicial (Bioagri Ambiental).
Tratamentos: (ASP — parte 1) 1 — controle (nenhum tratamento); 2 - bioestimulagdo (adi¢do de N e
P); 3 - bioestimulagdo (adi¢cdo de N e P) e bioaumento (consércio bacteriano). (SB — parte 1) 4 —
controle (nenhum tratamento); 5 - bioestimulagdo (adi¢do de N e P); 6 - bioestimulacdo (adicao de
N e P) e bioaumento (consdrcio bacteriano).
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Figura 4.15 - Analise cromatografica (HTP) no tempo final dos tratamentos com os solos
ASP (1 ao 3) e SB (4 ao 5). Fatores de dilui¢do: 50x (1; 2 e 3); 20x (4 e 6); 10x (5).

Tratamentos: (ASP — parte 1) 1 — controle (nenhum tratamento); 2 - bioestimulag@o (adi¢do de N e P); 3 - bioestimulacdo (adi¢do de N
e P) e bioaumento (consércio bacteriano). (SB — parte 1) 4 — controle (nenhum tratamento); 5 - bioestimulag@o (adi¢do de N e P); 6 -
bioestimulagio (adi¢do de N e P) e bioaumento (consércio bacteriano).

A produgcdo de CO, nos tratamentos 7 ao 12 (segunda parte dos experimentos
respirométricos — solo RC) e seus valores acumulados sdo mostrados, respectivamente, nas
Figuras 4.16 e 4.17. Ndo houve fase de adaptacio (lag phase) nos tratamentos, provavelmente
pela adaptacdo prévia dos microrganismos aos hidrocarbonetos, pois o solo RC ja mostrava
baixo nivel de contaminacdo antes da adicdo artificial de 6leo diesel (Tabela 4.10),
possivelmente devido a vazamentos nas tubulacdes subterridneas e infiltragdes no piso.
Aproximadamente apds o 20° dia, a producdo de CO, em todos os tratamentos onde o 6leo
diesel foi adicionado, come¢a a diminuir, o que pode representar uma falta de fontes de
carbono facilmente assimildveis como os n-alcanos, presumidamente consumidos no inicio

dos tratamentos.

Nos tratamentos com adi¢do de in6culo, a eficiéncia de biodegradacio (Figura 4.18)
nao foi afetada (ANOVA, nivel de confianca de 95%) em comparagao ao controle (tratamento

8).
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Figura 4.16 - Producgédo didria de CO, durante a incubag@o dos
tratamentos (RC — parte 2).

Tratamentos: 7 - controle 1 - (apenas solo); 8 — controle 2 - (contamina¢io sem bioaumento); 9 -
bioaumento (S. hominis / K. palustris) antes de contaminagdo; 10 - bioaumento (S. hominis / K.
palustris) depois de contaminacdo; 11 - bioaumento (Ochrobactrum anthropi) depois de
contaminagio; 12 - bioaumento (consoércio - R) depois de contaminagao.
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Figura 4.17 - Producdo acumulada de CO, durante a incubacio
dos tratamentos (RC — parte 2). Cada barra de erro representa um
desvio padrao de trés réplicas.

Tratamentos: 7 - controle 1 - (apenas solo); 8 — controle 2 - (contaminag¢do sem bioaumento); 9 -
bioaumento (S. hominis / K. palustris) antes de contaminacio; 10 - bioaumento (S. hominis / K.
palustris) depois de contaminagdo; 11 - bioaumento (Ochrobactrum anthropi) depois de
contaminacdo; 12 - bioaumento (consorcio - R) depois de contaminag@o.
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Figura 4.18 - Eficiéncia de biodegradagdo obtida com os dados
respirométricos dos tratamentos (RC — parte 2). Cada barra de
erro representa um desvio padrdo de trés réplicas.

Tratamentos: 8 — controle 2 - (contaminac¢do sem bioaumento); 9 - bioaumento (S. hominis / K.
palustris) antes de contaminacdio; 10 - bioaumento (S. hominis / K. palustris) depois de
contaminagdo; 11 - bioaumento (Ochrobactrum anthropi) depois de contaminagdo; 12 -
bioaumento (conséreio - R) depois de contaminagéo.

A eficiéncia de biodegradaciao em termos de remog¢do de HTP (Tabela 4.10) mostrou
comportamento similar aos dados respirométricos. As eficiéncias respiromértricas foram
aproximadamente de 30 % para todos os tratamentos (8 ao 12) e seguindo esta tendéncia de
nenhuma diferenca entre os tratamentos, a remo¢do de HTP foi aproximadamente 50 % para

todos os tratamentos, embora no tratamento 10 a remocao foi ligeiramente maior (58,6 %).

Comparando os cromatogramas do tempo inicial com os do tempo final (Figura
4.19), € bastante clara a diminuic@o dos picos referentes aos HTR. A Tabela 4.10 mostra que
os componentes do O6leo diesel foram degradados na ordem decrescente esperada de
susceptibilidade (GALLEGO et al., 2001): n-alcanos, alcanos isoprendides (pristano e fitano)
e MCNR. Nos tratamentos 9 ao 12 (especialmente no 10), onde os indculos foram
adicionados, a remocdo de componentes mais recalcitrantes foi maior comparada ao
tratamento 8, enquanto que a remog¢do dos n-alcanos teve um comportamento inverso. Estas
informagdes obtidas com as andlises cromatograficas mostram que, apesar dos dados
respirométricos similares, a injecdo de microrganismos oriundos de ambientes poluidos
aumentaram a biodegradac@o de compostos recalcitrantes. Resultados similares foram obtidos

por Marchal et al. (2003).
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Tabela 4.10 - Concentragdo de hidrocarbonetos no inicio (1) e final (2) dos tratamentos com o solo RC. Valores
entre parénteses indicam a eficiéncia de remocao (%)

tratamento n-zl)::ir;os pristano fitano HTR MCNR HTP
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
(mgkg")

7 - - - - - 104 - - - - -
’ 499 (932?0) “ (423?2) 24 (319?1) 1232 341 4199 (2375137) 5431 (fgf%
9 499 (891?9) 4 (5%)?1) 2 415?8) 1232 339 4199 éﬁf;‘) 5431 (396"’53)
0 M ey B ey 122249 G0 S8 G
" W gn M oe) M s P24 499 G sl G0y
12 499 (é?j) 44 (5%58) 24 (4234) 1232 503 4199 éﬁ??) 5431 éf?i%

* ndo analisado

HTR - Hidrocarbonetos Totais Resolvidos; MCNR — Mistura Complexa néo Resolvida; HTP - Hidrocarbonetos Totais de Petréleo

Andlises realizadas por Analytical Technology, exceto tratamento 7 (Bioagri Ambiental).

Tratamentos: 7 - controle 1 - (apenas solo); 8 — controle 2 - (contaminag¢ao sem bioaumento); 9 - bioaumento (S. hominis / K. palustris) antes de
contaminacdo; 10 - bioaumento (S. hominis / K. palustris) depois de contaminagdo; 11 - bioaumento (Ochrobactrum anthropi) depois de
contaminacdo; 12 - bioaumento (consércio - R) depois de contaminagao.
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Figura 4.19 - Andlise cromatografica (HTP) nos tempos inicial e final dos tratamentos
com o solo RC (8 ao 11). Fatores de dilui¢do: 20x (inicial e 8); 10x (9 ao 12).

Tratamentos: 8 — controle 2 - (contaminag@o sem bioaumento); 9 - bioaumento (S. hominis / K. palustris) antes de contaminagao; 10
- bioaumento (S. hominis / K. palustris) depois de contaminac¢do; 11 - bioaumento (Ochrobactrum anthropi) depois de
contaminagao; 12 - bioaumento (consércio - R) depois de contaminacao.

Valores similares de populacdes bacterianas iniciais nos tratamentos 7 ao 9 (Figura

4.23) indicam que os microrganismos adicionados previamente a contaminacao (tratamento 9)
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ndo aumentaram consideravelmente a populacdo microbiana, talvez devido a falta de fontes
de carbono adicionais. Esta observagdo e o fato de que ndo houve nenhum aumento na taxa de
biodegradacdo sugerem que esta estratégia de bioaumento antes de ocorrer a contaminac¢io
tem ainda maiores chances de falhar em situacdes reais, pois, durante o possivel longo
periodo entre a injecdo do indculo e o vazamento, 0s microrganismos t€ém que sobreviver
perante predadores, competir por nutrientes escassos e manter suas habilidades degradadoras.
Além disso, como demonstrado no item 4.4.1, microrganismos hidrocarbonoclésticos sempre
estdo presentes em solos, mesmo aqueles ndo contaminados (VENKATESWARAN e

HARAYAMA, 1995; RON e ROSENBERG, 2002 apud LEE et al., 2006).

Nos tratamentos 11 e 12, a adicdo de indculos mais concentrados fez com que a
populagio microbiana inicial aumentasse para valores entre 10° ¢ 10° UFC por grama de solo
seco. Contudo, como nos outros tratamentos, incluindo o tratamento 7 (controle sem adi¢do
de 6leo diesel), a contagem foi de aproximadamente 10’ no tempo final. Esta similaridade
mostra que geralmente a biomassa microbiana pode ser um indicativo fraco para se
determinar o potencial de biodegradacdo como observado por Hickman e Novak (1989),
principalmente porque a biomassa ativa pode diferir na composi¢do de espécies e nos regimes

metabdlicos.

A Tabela 4.12 mostra os valores de pH e consumo de nitrogénio e fésforo no final
dos tratamentos. O pH manteve-se estdvel em valores neutros em todos os tratamentos (7 ao
12), o que é uma condicdo favordvel a biodegradacdo. Em relacdo aos nutrientes, ndo houve
consumo de N ou P. Isto sugere que a maioria das formas quimicas destes compostos nao
estavam disponiveis aos microrganismos. Provavelmente, a adicdo balanceada de formas
facilmente assimildveis, como aquelas empregadas nos solos ASP e SB ((NH4),SOs e

KH,PO,) (item 4.3), aumentaria a eficiéncia de biodegradacao.

A producdo de CO;, nos tratamentos 13 e 14 (terceira parte dos experimentos
respirométricos — solo ASP) e seus valores acumulados sdo mostrados, respectivamente, nas
Figuras 4.20 e 4.21. Nao houve fase de adaptacdo nos tratamentos. Apds aproximadamente o
10° dia, a produg¢do de CO,, em ambos os tratamentos, come¢a a diminuir, o que pode

representar uma falta de fontes de carbonos mais facilmente assimildveis como os n-alcanos.

Andlises estatisticas (ANOVA, nivel de confianca de 95%) das eficiéncias de
biodegradacido (Figura 4.22) mostram que a adicdo do indculo comercial EM ndo teve
influéncia em comparacdo ao controle (tratamento 13). Este comportamento ¢ também

observado na concentracdo de hidrocarbonetos (Tabela 4.11), cujos cromatogramas sao
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apresentados na Figura 4.24. A ineficiéncia do inéculo EM pode ser relacionado a sua

incapacidade de sobreviver no solo ASP, fato indicado pelo valor mais baixo de contagem de

bactérias em relacdo ao controle (tratamento 13) (Figura 4.23) sendo também importante

ressaltar que o consércio comercial EM nunca havia sido empregado na biorremediacdo de

hidrocarbonetos.
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Figura 4.20 - Producao didria de CO, durante a incubacao dos
tratamentos (ASP — parte 3).

Tratamentos: 13 - controle (nenhum tratamento); 14 - bioaumento (inéculo comercial).
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Figura 4.21 - Producao acumulada de CO; durante a incubagio
dos tratamentos (ASP — parte 3). Cada barra de erro representa
um desvio padrao de trés réplicas.

Tratamentos: 13 - controle (nenhum tratamento); 14 - bioaumento (inéculo comercial).
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Parte 3 - ASP

(dados respirométricos)
[}

Eficiéncia de Biodegradagéo (%)

tratamento

Figura 4.22 - Eficiéncia de biodegradacdo obtida com os dados
respirométricos dos tratamentos (ASP — parte 3). Cada barra de
erro representa um desvio padrio de trés réplicas.

Tratamentos: 13 - controle (nenhum tratamento); 14 - bioaumento (inéculo comercial).
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Figura 4.23 - Contagem de bactérias heterotréficas totais no

inicio e final dos experimentos respirométricos.

Tratamentos: (ASP — parte 1) 1 — controle (nenhum tratamento); 2 - bioestimulacao (adi¢ao
de N e P); 3 - bioestimulagdo (adigdo de N e P) e bioaumento (consércio bacteriano). (SB —
parte 1) 4 — controle (nenhum tratamento); 5 - bioestimulacdo (adi¢do de N e P); 6 -
bioestimulacao (adigdo de N e P) e bioaumento (consércio bacteriano). (RC — parte 2) 7 -
controle 1 - (apenas solo); 8 — controle 2 - (contaminagdo sem bioaumento); 9 - bioaumento
(S. hominis / K. palustris) antes de contaminacdo; 10 - bioaumento (S. hominis / K.
palustris) depois de contaminagdo; 11 - bioaumento (Ochrobactrum anthropi) depois de
contaminacdo; 12 - bioaumento (consércio - R) depois de contaminagdo. (ASP — parte 3) 13
- controle (nenhum tratamento); 14 - bioaumento (indculo comercial).
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Tabela 4.11 - Concentracdo de hidrocarbonetos no inicio (1) e final (2) dos tratamentos com o solo ASP (parte — 3).
Valores entre parénteses indicam a eficiéncia de remogdo (%)

tratamento n-il(l)::;;os pristano fitano HTR MCNR HTP
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
(mgkg")
13 <LD 4,1 <LD 2.4 <LD 1,3 62 ( 4;55 ) 722 ( 622?231) 784 (6266,31)
14 <LD 3,5 <LD 1,9 <LD 1,1 62 (3‘:’57) 722 ( 624?%) 784 (6229,71)

LD (limite de detecgo) = 4,0 mg kg™

HTR - Hidrocarbonetos Totais Resolvidos; MCNR — Mistura Complexa nao Resolvida; HTP - Hidrocarbonetos Totais de Petréleo
Andlises realizadas por Analytical Technology.

Tratamentos: 13 - controle (nenhum tratamento); 14 - bioaumento (inéculo comercial).
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Figura 4.24 - Andlise cromatografica (HTP) no inicio e final dos tratamentos com o solo
ASP (13 e 14). Fatores de dilui¢do: 10x (inicial); 1x (13 e 14).

Tratamentos: 13 - controle (nenhum tratamento); 14 - bioaumento (inéculo comercial).
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Tabela 4.12 - Valores de pH, nitrogénio e fésforo nos experimentos respirométricos

tratamento solo pH' N
inicial final inicial final inicial final
(mgkg™")
1 ASP 6,7 7.5 800 210 6 6
2 ASP 6,7 6,5 2090 1050 139 66
3 ASP 6,7 7,1 2090 1050 139 56
4 SB 5,0 49 700 350 3 2
5 SB 5,0 5,0 1480 1260 99 55
6 SB 5,0 5,0 1480 1260 99 48
7 RC 7.4 7,1 210 210 2 2
8 RC 7,1 7,3 210 210 2 2
9 RC 7,2 7,2 210 210 2 2
10 RC 7,3 7,3 210 210 2 2
11 RC 7,1 7,3 210 210 2 2
12 RC 7,1 7,4 210 210 2 2
13 ASP 4.6 45 350 350 2 -
14 ASP 4,6 4,5 350 350 - -
1 CaCl,

2 ndo analisado

Tratamentos: (ASP — parte 1) 1 — controle (nenhum tratamento); 2 - bioestimulacdo (adi¢do de N e P); 3 -
bioestimulacao (adi¢do de N e P) e bioaumento (consércio bacteriano). (SB — parte 1) 4 — controle (nenhum tratamento);
5 - bioestimulagdo (adi¢ao de N e P); 6 - bioestimulagio (adi¢do de N e P) e bioaumento (consércio bacteriano). (RC —
8 — controle 2 - (contaminac¢do sem bioaumento); 9 - bioaumento (S. hominis /

parte 2) 7 - controle 1 - (apenas solo);

K. palustris) antes de contaminacdo; 10 - bioaumento (S. hominis / K. palustris) depois de contaminagdo; 11 -
bioaumento (Ochrobactrum anthropi) depois de contaminago; 12 - bioaumento (consércio - R) depois de contaminagéo.

(ASP — parte 3) 13 - controle (nenhum tratamento); 14 - bioaumento (inéculo comercial).

4.5 — Avaliacao do efeito da adicao da vinhaca na biorremediacao de solos e

aguas subterraneas

4.5.1 — Caracterizacao da vinhaca

A caracterizacdo fisico-quimica da vinhacga € apresentada na Tabela 4.13.

Tabela 4.13 — Caracterizag@o fisico-quimica da vinhaga

N % 0,22 Cd ppm 1,06
P total (P,0s) ppm 65,00 Cr ppm 0,15
K K20 % 0,32 Ni ppm 0,26
Ca ppm 740,00  Pb ppm 2
Mg ppm 210,00 material organica % 3,96
S ppm 835,00 razdo C/N 10,00
Fe ppm 97,50 massa especifica  g/mL 1,00
Mn ppm =

Cu ppm -4 pH 3,85
Zn ppm 7,50 OD mg/L 4,3
B ppm 5,00 DQO mg/L 32000
Na ppm 113,00 Eh mV 260
Co ppm -* condutividade mS 8,52
Mo ppm 2,00

Al ppm 72,50

Ba ppm 0,54

*ndo detectado.

100



Resultados e Discussdo

4.5.2 - Experimento respirométrico

As produgdes didrias de CO, no experimento respirométrico sdo apresentadas nas
Figuras 4.25 a 4.29, onde cada barra de erro representa um desvio padrio de trés réplicas. A
evolugdo da producdo de CO, no tratamento 2 (Figura 4.25) mostra que a vinhaga foi quase
totalmente biodegradada em 20 dias ap6s ter sido aplicada ao solo RC (sem adicdo de dleo
diesel). Um comportamento similar foi observado nos tratamentos com solos contaminados
(Figuras 4.26 a 4.29), isto é, a produ¢do de CO; nos tratamentos com vinhaca inicialmente se
diferenciaram dos controles e apds aproximadamente o mesmo periodo, a producdo declina

até valores préximos aos dos controles.

A contagem de bactérias heterotréficas totais nos tempos inicial e final da incubacao
(Figura 4.30) mostra que nos tratamentos com vinhaca a populag@o bacteriana foi maior que
os controles no tempo final. Este aumento da populacdo microbiana causada pela vinhaca
também foi verificada por Prata et al. (2001) e Crivelaro (2005) nos seus experimentos de
biodegradacdo. Contudo, como observado por Hickman e Novak (1989), a biomassa
microbiana total pode ser um fraco indicador para se determinar o potencial de
biodegradacdo, principalmente porque a biomassa ativa pode diferir na composicdo de
espécies e em regimes metabdlicos. Certamente estes microrganismos adicionais
preferencialmente biodegradaram as fontes de carbono mais assimildveis como o glicerol
presente na vinhaca (RODELLA et al., 1983; PRATA et al., 2001); caso contririo, ndo seria
observado um acentuado decréscimo da producdo de CO, depois do consumo da vinhaga.
Além disso, em relacdo aos solos RC e ASP, ndo ha praticamente nenhuma diferenca de
eficiéncia de biodegradacdo em termos de concentracdo de hidrocarbonetos entre os
tratamentos com adi¢c@o de vinhaca e os controles (Tabela 4.14). Os resultados com o solo SB,
onde a eficiéncia de biodegradacdo foi claramente superior no controle, indicam que o

consumo preferencial da vinhaga pode também atrasar o processo de biorremediagao.
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Figura 4.25 - Producdo didria de CO, durante a incubacdo dos
tratamentos 1 (solo RC) e 2 (solo RC + vinhaga).
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Figura 4.26 - Producdo didria de CO, durante a incubacdo dos
tratamentos 3 (solo RC + dleo diesel intemperizado) e 4 (solo RC
+ 6leo diesel intemperizado + vinhaga).
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Figura 4.27 - Producdo didria de CO, durante a incubacdo dos

tratamentos 5 (solo RC + 6leo diesel comercial) e 6 (solo RC + dleo
diesel comercial + vinhaca).
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Figura 4.28 - Producdo diaria de CO, durante a incubagdo dos
tratamentos 7 (solo ASP) e 8 (solo ASP + vinhaga).
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Figura 4.29 - Produgdo didria de CO, durante incubacdo dos

tratamentos 9 (solo SB) e 10 (solo SB + vinhaga).
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Figura 4.30 - Contagem de bactérias

8,5

heterotréficas totais nos

tempos inicial e final do experimento respirométrico.

Tratamentos: 1 (solo RC); 2 (solo RC + vinhaga); 3 (solo RC + 6leo diesel intemperizado); 4
(solo RC + dleo diesel intemperizado + vinhaga); 5 (solo RC + 6leo diesel comercial); 6 (solo
RC + dleo diesel comercial + vinhaga); 7 (solo ASP); 8 (solo ASP + vinhaga); 9 (solo SB); 10

(solo SB + vinhaga).
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Tabela 4.14 - Concentracdo de hidrocarbonetos no inicio (1) e final (2) dos tratamentos. Valores entre parénteses
indicam a eficiéncia de remocao (%)

n-alcanos

trat. . pristano fitano HTR MCNR HTP
totais
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
(mg.kg'l)
1 - - - - - - - - - 104.3 -
1 ) 550 4313 4864
3 <LD' <LD 590 67,0 357 38,0 711 (22.6) 4444 2.9 5155 (5.6)
| 2 546 4326 4872
4 <LD' <LD 590 63,0 357 36,0 711 (232) 4444 2.7) 5155 5.5)
<LD? 38,3 22,0 519 4131 4650
5 4992 (96.3) 435 (1L3) 23,8 7.6) 1231 (57.8) 4199 (16) 5431 (14.4)
<LD? 35,0 21,1 502 4160 4663
6 4992 (>96.3) 435 (19.5) 23,8 (113) 1231 (59.2) 4199 0.9) 5431 (14.1)
3 3 3 35,0 228 263,2
7 <D 4,1 <LD 24  <LD 1,3 61,9 435) 722 (68.4) 784 (66.4)
3 3 3 37,4 204 241,0
8 <LD 34  <LD 20 <LD 1,1 61,9 (39.6) 722 L) 784 (69.3)
4 4 1903 2489
9 <LD* <LD 325 357 2715 318 510 587 3277 @1.9) 3787 (34.3)
4 5 <LD’ <LD’ 349 3183 3532
10 <LD* <LD 32,5 (>39.7) 27,5 (>287) 510 (31.6) 3277 2.9) 3787 ©6.7)

 ndo analisado

LD (limite de detecgdo) = (1) 3,6 mg.kg"; (2) 18,5 mg.kg"; 3)4,0 rngAkg']; 4)2,0 mg.kg"; (5) 19,6 mgAkg']

HTR - Hidrocarbonetos Totais Resolvidos; MCNR — Mistura Complexa ndo Resolvida; HTP - Hidrocarbonetos Totais de Petréleo

Andlises realizadas por Analytical Technology

Tratamentos: 1 (solo RC); 2 (solo RC + vinhaga); 3 (solo RC + 6leo diesel intemperizado); 4 (solo RC + 6leo diesel intemperizado + vinhaga);
5 (solo RC + 6leo diesel comercial); 6 (solo RC + dleo diesel comercial + vinhaca); 7 (solo ASP); 8 (solo ASP + vinhaga); 9 (solo SB); 10
(solo SB + vinhaca).

A Tabela 4.15 mostra os valores de pH e concentracdo de matéria organica,
nitrogénio e potdssio nos tempos inicial e final dos tratamentos. Comparando os tratamentos
com adi¢do de vinhaca com os controles, os valores de pH ndo foram praticamente alterados;
a matéria orginica e o conteido de nitrogénio (somente no solo RC) e potdssio aumentaram
com a adi¢do da vinhaca. A concentragdo de potdssio no solo e a capacidade de troca
catidnica sdo pardmetros usados para calcular a dosagem de vinhaca a ser aplicada nos
campos agricolas de acordo com as especificagcdes do 6rgdo ambiental paulista (CETESB,

2005b), uma vez que este residuo apresenta alta concentracdo desse elemento.
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Tabela 4.15 - Valores de pH, e contetido de nitrogénio e potdssio no experimento

respirométrico
pH' matéria N K
tratamento organica

inicial final inicial final inicial final inicial final
(mg.kg™) (mg.kg") (mmolc/dm’)

2 7,1 6,9 6,0 5,0 210 210 3,9 3,9

3 7,2 7.2 8,0 8,0 210 350 1,3 1.4

4 72 7,0 10,0 8,0 280 280 4,0 3,7

5 7,1 6,7 8,0 8,0 210 350 1,3 1,2

6 73 7,0 8,0 8,0 280 280 3,9 3,8

7 4,6 4,5 15,0 13,0 350 420 1,3 1,5

8 4,7 4,5 18,0 17,0 350 420 3,5 3,8

9 4,7 4,7 18,0 22,0 350 280 1.4 1,7

10 4.8 49 20,0 18,0 350 280 3,7 3,8

1

CaCl,
Tratamentos: 2 (solo RC + vinhaga); 3 (solo RC + 6leo diesel intemperizado); 4 (solo RC + 6leo diesel
intemperizado + vinhaga); 5 (solo RC + éleo diesel comercial); 6 (solo RC + 6leo diesel comercial + vinhaga); 7
(solo ASP); 8 (solo ASP + vinhaga); 9 (solo SB); 10 (solo SB + vinhaga).

4.5.3 - Experimento com a agua subterrianea

A Tabela 4.16 mostra os parimetros fisico-quimicos medidos durante a incubagdo
dos frascos de DBO. Em geral, os tratamentos com adicdo de nutrientes tiveram
comportamento similar ao dos controles, exceto o oxigénio dissolvido que foi mais
consumido nos primeiros, indicando uma intensificacio das taxas de biodegradacio. E
possivel observar que com a adi¢do de vinhaga, surgiram uma série de fatores inibitérios a
eficiéncia de biodegradacao: valores de pH abaixo de 5 (CORSEUIL e ALVAREZ, 1996); os
tratamentos rapidamente alcancaram condi¢cdes anaerébias (indicado pelo quase total
consumo do oxigénio dissolvido e pelos valores negativos de potencial redox) devido a
grande quantidade de matéria organica presente na vinhaca, o que causou grande aumento na
demanda quimica de oxigénio (DQO); aumento de condutividade relacionado a alta
concentracio de sais dissolvidos na vinhaca, principalmente o potdssio. A vinhaca também foi

responsavel pelo aumento na concentracio de nitrato acima do limite (10 mg.L‘l) determinado

pela legislacdo em relagdo as dguas potaveis para consumo publico (Portaria n.518/2004 MS).

Em termos de concentracdo dos hidrocarbonetos BTEX (Tabela 4.17), as
concentracdes remanescentes principalmente dos xilenos, os mais recalcitrantes (Kaplan et al.,
1997), mostram que os tratamentos com vinhaca tiveram os piores desempenhos. As
concentracdes dos hidrocarbonetos poliarométicos (HPA) estdo listadas na Tabela 4.18. Como
a maioria destes valores estd abaixo do limite de deteccdo, ndo € possivel identificar qualquer

influéncia dos tratamentos na biodegradagdo desses hidrocarbonetos.
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Tabela 4.16 - Experimento com a dgua subterranea — condi¢iio ndo aerada

tempo (dias)
tratamento 0 5 10 20
1 74 7.1 6,9 6,3
ASP 2 7.4 73 72 6,6
3 5.8 5,0 4,0 4.4
pH 4 6,7 6,5 6,3 55
SB 5 6,7 6,6 6,5 6,0
6 3,9 4.1 4,6 46
1 230 158 52 61
ASP 2 234 169 50 62
Eh 3 254 -18 65 58
V) 4 229 216 92 204
SB 5 231 208 76 184
6 270 2396 -408 98
1 0,440 0,490 0,500 0,530
ASP 2 0,480 0,520 0,540 0,570
d 3 1,02 1,17 1,23 1,25
fl‘;“s ;m'l) 4 0,250 0,260 0,290 0,300
. SB 5 0,290 0,310 0,320 0,340
6 0,870 0,970 0,970 1,04
1 41,5 41,9 24,1 24,5
ASP 2 41,5 41,9 20,4 22,4
3 1699 1714 111 816
23;.1) 4 37.8 36,2 13,0 143
. SB 5 35,9 30,5 11,1 14,3
6 1888 1904 926 6122
1 8.6 7.1 472 1.4
ASP 2 8,5 4,9 2,0 0,5
3 7.9 0,8 0,8 0,5
glll)g LY 4 8,6 7.6 5.6 54
. SB 5 8,4 6,9 3,9 1,1
6 8.3 1,0 0,7 0,8
1 3,52 <LD 0,88 =
ASP 2 <LD <LD 1,32 -
. 3 19,8 17,2 52,8 -
zn(:L.l) 4 352 0,88 1,32 -
. SB 5 0,44 <LD 0,88 -
6 20,2 4.4 39,6 -
1 16,1 16,7 17,0 15.8
ASP 2 17,0 17,5 17,3 16,2
K 3 372 371 370 370
(gL 4 4,49 4,10 4,66 4,09
. SB 5 532 5,54 5,20 5,18
6 361 360 361 359

a .

ndo analisado
LD (limite de detec¢io) = 0,04 mg.L"!
Tratamentos: (ASP) 1 - dgua subterranea (controle); 2 - dgua subterrdnea + nutrientes; 3 - 4gua subterranea +
vinhaga; (SB) 4 - dgua subterranea (controle); 5 - dgua subterrdnea + nutrientes; 6 - dgua subterrinea +
vinhaga.
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Tabela 4.17 - Experimento com a dgua subterrdnea — condicdo ndo aerada — concentragio

de BTEX (ug.L'™")

tempo (dias)

0 5 10 20

B 105,23 <LD <LD <LD

1 T <LD 9,07 <LLD <LD
E 231,35 110,18 <LD <LD

X 290,38 493,04 396,65 <LD
B 105,23 <LD 400,69 <LD
T <LD <LD <LD <LD
ASP 2 E 231,35 4527 <LD <LD
X 290,38 166,67 254,63 <LD
B 105,23 <LD <LD 9,081
3 T <LD <LD <LD 1,08
E 231,35 449,59 1775,73 0,06
X 290,38 730,65 2545,67 98,12
B <LD <LD <LD 60,33
4 T <LD <LD <LD 1,09
E <LD <LD <LD <LD
X <LD 149,57 <LD 1,23
B <LD <LD <LD 1,04
SB 5 T <LD <LD <LD <LD
E <LD <LD <LD <LD
X <LD <LD <LD <LD
B <LD 658,24 731,22 3,12
6 T <LD <LD <LD 0,092
E <LD <LD 694,49 <LD
X <LD 1610,85 1163,25 134,02

B-benzeno; T-tolueno; E-etilbenzeno; X-xilenos

LD (limite de deteccio) = 0,004 ug.L"!
Tratamentos: (ASP) 1 - dgua subterrdnea (controle); 2 - dgua subterrdnea + nutrientes; 3 - dgua subterrdnea +
vinhaca; (SB) 4 - dgua subterranea (controle); 5 - dgua subterrdnea + nutrientes; 6 - d4gua subterranea + vinhaga.

Tabela 4.18 - Experimento com a dgua subterrinea — condi¢do ndo aerada — concentragdo de HPA (ug.L™)

ASP SB
2 3 4 5
tempo (dias)
0 20 0 20 0 20 0 20 0 20 0 20
Naftaleno <LD 0,12 <LD 104 <LD 003 <LD <LD <LD 1,66 <LD 2,07
Acenaftileno <LD <ILD <ILD <LD <LD <LD <LD <LD <LD 0,19 <LD <LD
Fluoreno <LD <LD <LD 0,74 <LD 094 <LD 2,09 <LD 0,06 <LD 0,13
Antraceno <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Pireno <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Benzo[a]antraceno <LD <ILD <ILD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Criseno <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Benzo[k]fluoranteno <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Benzo[a]pireno <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Dibenz[a,h]antraceno <LD <ILD <ILD <LD <LD 0,01 <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Benzo[g,h,i]perileno <LD <LD <LD 0,07 <LD 1,04 <LD <LD <LD <LD <LD 0,23
Indeno(1,2,3)pireno <LD <LD <ILD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Fenantreno <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Fluoranteno <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Benzo[b]fluoranteno <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD

LD (limite de detecgio) = 0,01 pg.L"

Tratamentos: (ASP) 1 - dgua subterranea (controle); 2 - d4gua subterrdnea + nutrientes; 3 - 4gua subterrdnea + vinhaga; (SB) 4 - dgua
subterrdnea (controle); 5 - d4gua subterranea + nutrientes; 6 - 4gua subterrdnea + vinhaga.
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Os resultados anteriores mostraram que a alta concentracdo de matéria organica na
vinhaca causou um ripido consumo do oxigé€nio dissolvido na 4gua subterrinea. Assim,
objetivando superar essa deficiéncia do processo, a segunda parte dos experimentos com a
dgua subterranea foi baseada num sistema aerado. Os resultados obtidos com os biorreatores
aerados sdo mostrados nas Tabelas 4.19 a 4.21. Tratamentos com adi¢do de vinhaga tiveram o
melhor desempenho em termos de diminui¢do da demanda quimica de oxigénio (DQO)
(Tabela 4.19), no entanto, os valores finais ainda sao bastante altos (até 40 vezes em relacao
aos controles), indicando que, mesmo em 20 dias, a vinhaga nao foi totalmente biodegradada.
Assim como no experimento com frascos DBO, a adi¢do de vinhaga teve um efeito negativo
na biodegradacdo dos hidrocarbonetos, como sugere as concentragdes de benzeno (ASP) e
xilenos (ASP e SB) (Tabela 4.20). Nenhuma influéncia da vinhaca na concentracdo dos
hidrocarbonetos poliarométicos (HPA) (Tabela 4.21) pode ser identificada, uma vez que a

maioria destes valores estd abaixo do limite de detecgao.

Tabela 4.19 - Experimento com a dgua subterranea — condicao aerada

tratamento 0 20 reducao
tempo (dias) %
1 41,5 16,3 60.7
DQO ASP 2 1699 4082 76.0
(mg.L™") SB 3 37,8 12,2 67.7
4 1888 510,2 73.0

Tratamentos: (ASP) 1 - dgua subterrdnea (controle); 2 - dgua subterrdnea + vinhaca; (SB) 3 - dgua
subterranea (controle); 4 - d4gua subterranea + vinhaga.

Tabela 4.20 - Experimento com a dgua subterrinea — condi¢do aerada — concentracio de BTEX (ug.L™")

tempo (dias)

0 5 10 20

B 105,23 <LD <LD <LD

1 T <LD <LD <LD <LD

E 231,35 78,44 <LD <LD

ASP X 290,38 111,32 996,13 3,35
B 105,23 <LD 1167,78 276,02

5 T <LD <LD <LD 0,08

E 231,35 75,76 <LD <LD

X 290,38 97,79 <LD 111,87

B <LD <LD <LD 0,07

3 T <LD <LD <LD <LD

E <LLD <LD <LLD 3,02

SB X <LD <LD <LD 10,34
B <LD <LD <LD 0,21

4 T <LD <LD <LD <LD

E <LD 922,53 <LD 1,32

X <LD <LD 1051,65 123,09

B-benzeno; T-tolueno; E-etilbenzeno; X-xilenos

LD (limite de detecgiio) = 0,004 ug.L’!

Tratamentos: (ASP) 1 - dgua subterranea (controle); 2 - d4gua subterranea + vinhaca; (SB) 3 - dgua subterrinea
(controle); 4 - 4gua subterranea + vinhaca.
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Tabela 4.21 - Experimento com a dgua subterranea — biorreatores aerados — concentragdo de

HPA (ug.L'™")
ASP SB
1 2 3 4
tempo (dias)
0 20 0 20 0 20 0 20
Naftaleno <LD 0,08 <LD 2,02 <LD 2,1 <LD 0,17
Acenaftileno <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Fluoreno <LD 0,14 <LD 1,17 <LD 0,02 <LD <LD
Antraceno <LD 0,72 <LD 1,09 <LD 0,04 <LD 0,12
Pireno <LD <LD <LD <LD <LD 0,01 <LD <LD
Benzo[a]antraceno <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Criseno <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Benzo[k]fluoranteno <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Benzo[a]pireno <LD <LD <LD <LD <LD 0,01 <LD <LD
Dibenz[a,h]antraceno <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Benzo[g,h,i]perileno <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Indeno(1,2,3)pireno <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
Fenantreno <LD <LD <LD <LD <LD 0,43 <LD <LD
Fluoranteno <LD <LD <LD 0,16 <LD <LD <LD <LD
Benzo[b]fluoranteno <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD

LD (limite de detecgdo) = 0,01 pg.L"
Tratamentos: (ASP) 1 - dgua subterrdnea (controle); 2 - dgua subterrdnea + vinhaca; (SB) 3 - dgua subterrinea
(controle); 4 - dgua subterranea + vinhaca.

4.6 — Comparaciao da biodegradabilidade de oleo diesel comercial e
intemperizado

4.6.1 - Composicao dos oleos diesel

O dleo diesel foi coletado de uma espessa camada acima da agua subterranea, onde
se encontrava devido a um vazamento que ocorrera hd aproximadamente dez anos. De acordo
com Kaplan (1997), nesta situagdo onde hd uma espessa camada de produto em fase livre, a
taxa de alteracdo do 6leo € lenta porque os processos responsdveis por esses fendmenos
somente ocorrem nas interfaces combustivel/dgua e combustivel/ar. A biodegradacdo na
regido interna do produto é extremamente lenta devido a limitacdo de oxigé€nio, dgua e
nutrientes. Assim, o combustivel pode permanecer relativamente inalterado por um longo
periodo de tempo, como décadas. As alteracdes mais provdveis a acontecer nesta situacio sao
a evaporacdo dos hidrocarbonetos mais voldteis e a dissolugdo dos componentes mais
soltiveis. Apesar dessas consideracdes, as andlises mostram que o 6leo diesel no posto ASP

teve algumas de suas caracteristicas alteradas, e provavelmente devido a processos biol6gicos

e fisico-quimicos.

O ¢leo diesel intemperizado tem uma coloracio verde escura e um odor diferente em
relacdo ao dleo diesel comercial. A mudanga de cor € resultado da deterioracdo dos corantes

presentes no combustivel (KAPLAN, 1997). A Tabela 4.22 mostra que o Oleo diesel
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comercial tem concentracdo maior de BTEX. A comparacdo dos cromatogramas encontra-se
na Figura 4.31. Isto reflete principalmente o efeito da exposicdo do 6leo diesel a um ambiente
aquoso e volatilizagdo. No poco de monitoramento onde o 6leo foi coletado, a 4gua
subterranea apresentou as seguintes concentracdes de BTEX: 112,1; 98,5; 115,7 e 865,8 ng/L,

respectivamente.

As concentracdes dos HPA estdo listadas na Tabela 4.23. Estas moléculas
recalcitrantes sdo lentamente degradadas, e na medida que os outros processos de alteracdo
dos demais hidrocarbonetos avancam mais rapidamente, o 6leo diesel torna-se enriquecido
com a fracdo dos HPA. Assim, o 6leo intemperizado mostrou um significante aumento da

concentracdo de HPA. A Figura 4.32 mostra os cromatogramas comparativos.

Analisando a concentracdo dos HTP (Tabela 4.24), o 6leo intemperizado nao
apresenta n-alcanos detectaveis e tem uma alta abundancia dos recalcitrantes pristano e fitano,
0 que estd de acordo com o processo de intemperizacdo. Além disso, as fracdes HTR e
MCNR, respectivamente, sdo menor € maior no 6leo intemperizado, o que € outro indicativo
de biodegradacdo. Nos cromatogramas (Figura 4.33), é possivel observar que a “lombada”

caracteristica da MCNR torna-se maior e os picos dos HTR diminuem no éleo intemperizado.

Tabela 4.22 — Concentragdo de BTEX nos 6leos diesel

comercial intemperizado
ugKg'
Benzeno <LD <LD
Tolueno 84,90 <LD
Etilbenzeno 171,71 69,78
m,p-Xilenos 565,24 112,86
o0-Xileno 321,41 14,52
Total 1143,26 197,16

LD (limite de detec¢do) = 1,58 pg.Kg
Andlises realizadas por Analytical Technology

111



Tabela 4.23 — Concentracdo de HPA nos 6leos diesel

Resultados e Discussdo

comercial intemperizado
ugKg'

Naftaleno 578,31 4276,21
Acenaftileno <L.DD <LD®
Acenafiteno 257,32 822,63
Fluoreno 534,84 1221,17
Fenantreno 257,65 202441
Antraceno 13,88 <LD
Fluoranteno <LD <LD
Pireno <LD <LD
Benzo(a)antraceno <LD <LD
Criseno <LD <LD
Benzo[b]fluoranteno <LD <LD
Benzo[k] fluoranteno <LD <LD
Benzo[a]pireno <LD <LD
Indeno(1,2,3-cd)pireno <LD <LD
Dibenz[a,h]antraceno <LD <LD
Benzo[g,h,i]perileno <LD <LD
Total 1641,99 8344,42

LD (limite de detecgdo) = (1) 3,16 ug.Kg'; (2) 31,9 ug.Kg™
Andlises realizadas por Analytical Technology

Tabela 4.24 — Concentracdo de HTP nos 6leos diesel

comercial intemperizado
ngKe'
C10 <LD <LD
Cl1 <LD <LD
Cl12 <LD <LD
C13 21703,5 <LD
Cl4 21654,5 <LD
C15 29535,3 <LD
Cl6 25213,5 <LD
C17 20737,7 <LD
pristano 26837,2 37916.,4
C18 <LD <LD
fitano <LD 18833,5
C19 <LD <LD
C20 <LD <LD
C21 <LD <LD
C22 <LD <LD
C23 <LD <LD
C24 <LD <LD
C25 <LD <LD
C26 <LD <LD
Cc27 <LD <LD
C28 <LD <LD
C29 <LD <LD
C30 <LD <LD
C31 <LD <LD
C32 <LD <LD
C33 <LD <LD
C34 <LD <LD
C35 <LD <LD
C36 <LD <LD
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Tabela 4.24 — Concentracdo de HTP nos 6leos diesel (cont.)

HTR 592987,1 424207,6
MCNR 2601550,3 2900513,6
Total (HTP) 31945374 3324721,2

LD (limite de deteccdo) = 17712.8 ug/Kg.

HTR - Hidrocarbonetos Totais Resolvidos; MCNR — Mistura Complexa nao Resolvida;
HTP - Hidrocarbonetos Totais de Petréleo

Andlises realizadas por Analytical Technology
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Figura 4.31 - Andlise cromatogrifica (BTEX) dos 6leos diesel (a) comercial e (b)
intemperizado. Fator de dilui¢do: 1x.
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Figura 4.32 - Andlise cromatografica (HPA) dos dleos diesel (a) comercial e (b)
intemperizado. Fator de dilui¢cdo: respectivamente: 1x e 10x.
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Figura 4.33 - Anélise cromatogrifica (HTP) dos 6leos diesel (a) comercial e (b)
intemperizado. Fator de dilui¢do: 50x.

4.6.2 - Teste de biodegradabilidade: indicador redox DCPIP

Os resultados obtidos com o teste de biodegradabilidade usando o indicador redox
DCPIP estdo listados nas Tabelas 4.25 e 4.26, que expressam os testes realizados em tubos de

ensaio e em frascos erlenmeyers, respectivamente.

Inicialmente, como nos tubos de ensaio os indculos foram adicionados em
concentracdes iguais, a habilidade relativa das diferentes culturas pode ser avaliada
dependendo do tempo desprendido para a descoloragdo do meio de cultivo (HANSON et al.,
1993). Assim, todas as culturas tiveram capacidade similar para biodegradar o dleo diesel
comercial, mas somente o consércio R, oriundo da 4gua residudria da refinaria Replan,
degradou o 6leo intemperizado (Tabela 4.25). Mesmo culturas nativas (S. hominis e K.
palustris) e os géneros Bacillus e Pseudomonas, conhecidos por serem degradadores de
hidrocarbonetos (BALBA et al., 1998), ndo foram capazes de biodegradar o Oéleo
intemperizado. Nenhum estudo relacionando as culturas S. hominis e K. palustris a
biodegradacdo de hidrocarbonetos foi encontrado. No entanto, Gomes et al. (2004) descrevem
a producdo de biossurfactante por uma linhagem de S. aureus. As outras culturas vém
demonstrando serem capazes de degradar hidrocarbonetos. P. aeruginosa é um reconhecido
produtor do biossurfactante raminolipidio (MAIER e SOBERON-CHAVEZ, 2000). A
linhagem P. aeruginosa LBI foi capaz de produzir biossurfactante utilizando a borra
resultante do refino da soja (soapstock) (MORAES et al., 2002), manitol e glicerol (SILVA,
2005) e querosene, Oleo diesel comercial, petréleo e borra oleosa (PIROLLO, 2006). A
mesma cultura O. anthropi melhorou a biodegradacdo de borra oleosa e foi capaz de

biodegradar hexano, heptano, hexadecano e 6leo diesel comercial (KATAOKA, 2001).
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Tabela 4.25 — Teste de biodegradabilidade (DCPIP) em tubos de ensaio

cultura descoloracao
comercial intemperizado
(1) O. anthropi sim (apds 3 dias) nao
() B. cereus sim (ap6s 3 dias) nao
(3) S. hominis sim (apds 3 dias) nao
(4) K. palustris sim (apds 3 dias) nao
(5) consorcio R sim (ap6s 4 dias) sim (apds 15 dias)
(6) P. aeruginosa LBI sim (ap6s 3 dias) nao
(D +(©2) sim (ap6s 3 dias) nao
B3+ sim (ap6s 3 dias) nao
MH+2)+3)+@ sim (ap6s 3 dias) nao

Obs: durante os 18 dias de teste, ndo foi observado descoloragdo do controle do substrato (sem inéculo) ou do controle do
indculo (sem 6leo diesel).

Nos testes realizados em frascos erlenmeyer (Tabela 4.26) (Figura 4.34), novamente
P. aeruginosa LBI ndo demonstrou habilidade para degradar o dleo intemperizado. Todos os
consorcios conseguiram degradar ambos os dleos diesel, exceto o inéculo comercial EM.
Como mencionado anteriormente, EM nunca havia sido testado em hidrocarbonetos. Neste
experimento, este indculo foi capaz de biodegradar somente o 6leo comercial, assim como os
outros microrganismos com reconhecida habilidade de biodegradacdo desses compostos. A
Figura 4.34 mostra o resultado do teste com a P. aeruginosa LBI (6leo diesel comercial); a

coloragdo verde do frasco 2 € caracteristica dessa espécie de bactéria.

Os testes realizados com os microrganismos nativos (ASP-S, SB-S, RC-S, ASP-AS e
SB-AS) indicam que nos solos ou dguas subterrdneas contaminados jd se encontra uma
microbiota adaptada para degradar hidrocarbonetos recalcitrantes. Além disso, o resultado
obtido com o consércio U mostra, como em outros trabalhos (VENKATESWARAN e
HARAYAMA, 1995; RON e ROSENBERG, 2002 apud LEE et al., 2006), que
microrganismos hidrocarbonoclésticos sempre estdo presentes em solos, mesmos aqueles nao

poluidos.

O melhor desempenho dos consércios demonstra a importancia de se considerar o

papel do co-metabolismo no tratamento de poluentes recalcitrantes como o 6leo diesel
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intemperizado, onde cada espécie tem uma funcdo especifica nas seqiiéncias de reagdes

enzimadticas responsaveis pela quebra de cadeias complexas de hidrocarbonetos.

Tabela 4.26 — Teste de biodegradabilidade (DCPIP) em frascos erlenmeyer

cultura descoloraciao
comercial intemperizado

P. aeruginosa LBI sim (apds 3 dias) nao

EM sim (apds 13 dias) niao

L sim (apds 5 dias) sim (apds 5 dias)
ASP-S sim (apds 3 dias) sim (apds 9 dias)
SB-S sim (apds 6 dias) sim (apds 6 dias)
RC-S sim (apds 2 dias) sim (apds 2 dias)
U sim (apds 2 dias) sim (apds 4 dias)
ASP-AS sim (apds 1 dia) sim (apds <1 dia)
SB-AS sim (apds 3 dias) sim (apds 3 dias)

Obs: ndo foi observado descoloragdo do controle do substrato (sem inéculo) ou do controle do inéculo (sem 6leo diesel).

(D 2

Figura 4.34 - Descoloracdo do indicador redox DCPIP durante
teste de biodegradabilidade do 6leo diesel comercial pela bactéria
P. aeruginosa LBI (frasco 2). Frasco 1: controle do substrato (sem
inéculo).

4.6.3 - Experimento respirométrico
A produgdo didria de CO, no experimento 1 e seu valor acumulado estdo
representados, respectivamente, nas Figuras 4.35 e 4.36. Estes resultados mostram que até

aproximadamente o 10° dia as taxas de biodegradagdo foram bastante similares, mas apds este
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periodo, a velocidade de consumo do 6leo comercial aumenta até o 27° dia (valor maximo),
enquanto que a taxa em relacdo ao Oleo intemperizado mantem-se quase constante.
Certamente os hidrocarbonetos mais facilmente assimildveis, em maior quantidade no dleo

comercial, foram responsdveis por essa diferenca.

Os resultados do experimento 2, que foi realizado nas mesmas condi¢des mas por um
periodo mais longo, foram colocados nos mesmos graficos contendo os resultados do
experimento 1 (Figuras 4.37 e 4.38). Esta comparagdo confirma que, apds 70 dias, as taxas
tornam-se iguais, indicando o consumo dos hidrocarbonetos mais facilmente assimildveis
presentes no 6leo comercial durante esse periodo. Além disso, a similaridade entre as curvas

mostra que o experimento respirométrico tem uma boa reprodutibilidade.

Condi¢cOes experimentais
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Figura 4.35 - Producdo didria de CO, durante a incubagio
(experimento 1).
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Figura 4.36 - Produgdo acumulada de CO; (experimento 1)
durante a incubagdo. Cada barra de erro representa um desvio
padrdo de trés réplicas.
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Figura 4.37 - Producdo didria de CO, durante a incubacdo: 48 dias
(experimento 1) e 92 dias (experimento 2).
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Figura 4.38 - Produc@o acumulada de CO, nos experimentos 1
(48 dias) e 2 (92 dias) durante a incubacao. Cada barra de erro
representa um desvio padrdo de trés réplicas.

As concentracdes de hidrocarbonetos no comeco e final do experimento
respirométrico 1 sdo listadas na Tabela 4.27. Estes valores estdo de acordo com os resultados
respirométricos. As eficiéncias de biodegradacdo em relacdo aos hidrocarbonetos ndo
recalcitrantes (n-alcanos totais e a fracdo HTR) s@o claramente maiores no 6leo comercial, o
que explica o aumento da taxa de producdo de CO,; as concentracdes das fragdes principais
(HTR e MCNR) sdo similares no final do experimento, confirmando a tendéncia de
equalizacio das taxas de produgdo de CO,. A Figura 4.39 mostra que a populacio de bactérias
heterotrdficas totais foi favorecida pela relativa maior abundincia de hidrocarbonetos néao

recalcitrantes no 6leo diesel comercial.

Embora os microrganismos nativos do solo RC (consércio RC-S) fossem capazes de
biodegradar ambos os 6leos diesel, como demonstrado no teste do indicador redox, numa
condicdo de contaminacdo simulada (experimento respirométrico), a eficiéncia de
biodegradacdo dos HTP foi aproximadamente 2,5 vezes maior quando o 6leo comercial foi
utilizado; essa diferenca pode ser significante na estimativa de tempo necessdrio para a

limpeza de uma 4rea contaminada antiga.
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Tabela 4.27 - Concentrac¢do de hidrocarbonetos no inicio (1) e final (2) do experimento respirométrico 1. Valores entre
parénteses indicam a eficiéncia de remocao (%)

d‘:l‘;‘;l “'i‘;::i‘:’s pristano fitano HTR MCNR HTP
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
1 (mgkg")
. <LD 38,3 22,0 519 4131 4650
comercial 499 (>96.3) 43,5 (12.0) 23,8 16) 1231 (57.8) 4199 (1.6) 5431 (14.4)
. s | 67.0 38,0 550 4313 4864
intemp.  <LD’  <LD' 89 G0 357 ol T S0 444 D0 SISs 8

LD (limite de detecgio) = (1) 18,5 mg.kg"; (2) 3,6 mg.kg
HTR - Hidrocarbonetos Totais Resolvidos; MCNR — Mistura Complexa ndo Resolvida; HTP - Hidrocarbonetos Totais de Petréleo
Andlises realizadas por Analytical Technology

, [
bleodiesel

intemperizado
|

|
O tempo inicial
O tempo final

|

|
6leo diesel !

|
|
|
|
|
|
|
|
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| |
‘
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log (UFC /g solo seco)

Figura 4.39 - Contagem de bactérias heterotréficas totais nos
tempos inicial e final do experimento respirométrico 1.

4.7 — Producao de biossurfactante utilizando-se 6leo diesel intemperizado

A Tabela 4.28 mostra os resultados das medidas de tensdo superficial dos meios de
cultivo sem indculo (tensdo superficial inicial) e apds o periodo de incubagdo (tensdo
superficial final) de acordo com as condicdes experimentais descritas na Tabela 3.9. Foi
avaliada a influéncia do meio de cultura (Robert ou BH) e da fonte de carbono (diesel
intemperizado (D-I) ou comercial (D-C)) em diferentes concentragdes, na producido de
biossurfactante. A irradiagdo de ultrassom em alguns experimentos foi realizada objetivando
verificar um possivel armazenamento de biossurfactante na parede celular das culturas S.

hominis e K. palustris.
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Os resultados demonstram que em todos os experimentos, nenhuma diminui¢do
significativa na tens@o superficial foi verificada. De acordo com Haba et al. (2000), sdo
considerados bons produtores de biossurfactante aqueles que reduzem a tensdo superficial a
40 mN.m"' ou menos. Assim, nenhuma producio de biossurfactante foi obtida nos

experimentos.

Tabela 4.28 — Medidas de tensado superficial

tensao superficial

experimento inicial final
(mN.m™)

1 53,0 62,0
2 52,4 51,2
3 52,4 53,3
4 54,0 53,0
5 52,0 51,5
6 50,0 55,5
7 51,5 56,0
8 51,5 57,0
9 50,0 55,5
10 50,0 59,9
11 53,0 52,5
12 52,4 49,1
13 52,4 51,2
14 54,0 53,0
15 52,0 51,0
16 50,0 57,0
17 51,5 53,5
18 51,5 57,5
19 50,0 49,0
20 50,0 57,0
21 52,0 48,5
22 61,0 58,0
23 52,5 45,0

Testes de emulsificacdo nos experimentos 1; 4; 5; 11; 14 e 15 demonstraram que
nenhum bioemulsificador foi produzido pelas culturas S. hominis e K. palustris, uma vez que
o pardmetro E24 (Equacdo 3.4) para ambos os 6leos diesel e querosene foi igual a zero. O
biossurfactante raminolipidio produzido pela linhagem P. aeruginosa LBI utilizando-se 6leo
diesel comercial (PIROLLO, 2006) foi capaz de emulsificar diferentes compostos como

benzeno, querosene, 6leo diesel comercial e petréleo.

Os testes de biodegradabilidade utilizando-se o indicador redox DCPIP (item 4.6.2)
estdo de acordo com os resultados obtidos pela P. aeruginosa LBI em relacdo a producdo de

biossurfactantes, isto €, esta cultura somente foi capaz de produzir biossurfactante
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(PIROLLO, 2006) utilizando uma fonte de carbono que pudesse ser biodegradada (Sleo diesel

comercial).

Ambas as culturas S. hominis e K. palustris demonstraram capacidade de biodegradar
6leo diesel comercial (item 4.6.2), contudo, é conhecido que nem todos 0os microrganismos
hidrocarbonoclasticos sdo capazes de produzir biossurfactantes. Algumas células microbianas
mostram alta hidrofobicidade superficial, sendo consideradas elas mesmas um
biossurfactante, por exemplo, microrganismos hidrocarbonoclésticos, algumas espécies de
Cyanobacteria e alguns patégenos como S. aureus e Serratia sp. (NITSCHKE e PASTORE,
2002). Nenhum estudo relacionando as culturas S. hominis e K. palustris a biodegradagdo de
hidrocarbonetos e a produ¢do de biossurfactantes foi encontrado. No entanto, Gomes et al.
(2004) relatam o armazenamento de biossurfactante na parede celular de uma linhagem de S.

aureus.

Analisando a influéncia do meio de cultivo na produgdo de biossurfactante, a cultura
P. aeruginosa LBI foi capaz de produzir biossurfactante em meio Robert usando dleo diesel
comercial como fonte de carbono (PIROLLO, 2006). Isto sugere que o meio BH (como
empregado no experimento 23) pode ndo ser adequado a producdo de biossurfactantes,
especialmente nos casos em que sdo utilizados hidrocarbonetos como matéria prima. Este
meio ndo apresenta nenhuma fonte de carbono facilmente biodegraddvel como o extrato de
levedura, que pode ser utilizado como um inicializador (start-up) pelos microrganismos.
Além disso, o meio BH contem altas concentracdes de ferro. Ramana e Karanth (1989)
observaram que a presenca de ferro no meio inibia a produgdo de glicolipidios pela P.
aeruginosa CFTR-6, principalmente em concentragdes de FeSO,.7H,O maiores que
0,01 g.L'l. Este fato também foi observado por Silva (2005) com a linhagem P. aeruginosa

LBIL

Outra questdo a ser considerada € que mesmo culturas com provada capacidade de
produzir biossurfactantes, por exemplo a P. aeruginosa LBI, pode ndo demonstrar uma
resposta positiva imediata a matérias primas que tenham suas caracteristicas alteradas por
mecanismos fisico-quimicos e bioldgicos devido ao longo periodo de exposicdo desses
compostos a condi¢cdes ambientais, a exemplo do 6leo intemperizado utilizado nesse
experimento, no qual estdo presentes maiores quantidade de hidrocarbonetos recalcitrantes.
Este fato pode em alguns casos diminuir a producdo de biossurfactante in-sifu em processos
de biorremediag@o baseados na adi¢do desses microrganismos em dreas onde a contaminacao

ocorreu ha varios anos.
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A partir de ensaios laboratoriais e do monitoramento da 4gua subterrinea, ainda que
através de um nimero pequeno de pogos de monitoramento, foi possivel identificar fatores
que corroboram a eficiéncia da técnica de biorremediacdo natural para o tratamento da dgua
subterranea contaminada em decorréncia do vazamento de O6leo diesel no posto de
combustiveis SB. A presenca de microrganismos capazes de biodegradar hidrocarbonetos, a
disponibilidade de oxigénio dissolvido e a diminuicdo da concentracio de hidrocarbonetos ao
longo do sentido do fluxo da 4gua subterrinea sdo indicativos de que estd ocorrendo a
biodegradagdo. Contudo, a presenca de hidrocarbonetos retidos no solo representam uma

fonte continua de contaminacio, e por isso o monitoramento a longo prazo faz-se necessario.

A combinagdo das técnicas de biorremediacdo (bioestimulagdo com a adicdo de
nutrientes e de um surfactante e bioaumento) aplicadas ao solo ASP aproximadamente dobrou
a eficiéncia de biodegradacdo em termos de mineralizagdo (19,8%) com uma remocgédo de
hidrocarbonetos de 45,5%. Observou-se que a deficiéncia de nutrientes foi o fator limitante
principal do processo e o aumento da eficiéncia de biodegradacdo com o surfactante Tween
80 sugere que este produto foi efetivo em aumentar a biodisponibilidade dos hidrocarbonetos.
O escasso efeito do bioaumento com bactérias aldctones estd de acordo com outros estudos
que recomendam o uso dessa técnica em casos de poluentes mais recalcitrantes ou quando a

microbiota local € insuficiente ou inadequada.

Com a aplicacdo da técnica do bioaumento em diferentes solos, foi verificado que
nenhum ganho foi obtido com esta técnica de biorremedia¢do, embora o bioaumento tenha
sido realizado com microrganismos com comprovada capacidade de degradar dleo diesel.

Uma explicacdo razodvel para esta ineficiéncia é que, quando adicionados ao solo,

microrganismos estdo sujeitos a principios ecoldgicos de competicdo e predacdo, o que
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diminui significativamente as suas chances de sobrevivéncia em ambiente naturais. Além
disso, os solos coletados dos trés postos de combustiveis apresentaram uma microbiota nativa
ja adaptada para degradar hidrocarbonetos, o que sugere que o uso do bioaumento com o
objetivo de acelerar o processo de biorremediacdo, alcancaria melhores resultados no caso de
substiancias mais recalcitrantes ou quando a populacdo microbiana local € insuficiente ou
inadequada. De qualquer modo, o desenvolvimento de técnicas para assegurar a sobrevivéncia

dos microrganismos no ambiente natural é essencial.

Embora a adi¢do da vinhaga tenha proporcionado certa fertilizacdo dos solos e um
aumento da populacdo microbiana, esta ndo se mostrou adequada para aumentar a eficiéncia
de biodegradacdo do 6leo diesel. A adicdo de vinhaca nas 4guas subterraneas contaminadas
teve um efeito negativo na biodegradacdo dos hidrocarbonetos, uma vez que a vinhaca, como
uma fonte de carbono facilmente assimildvel, foi preferencialmente consumida. Assim, o uso
da vinhaga em processos de biorremediagdo mostrou-se ineficiente nas condig¢des estudadas.
E importante ressaltar a necessidade de atencdo em qualquer tentativa de utilizar-se residuos
como agentes estimulantes da biorremediacdo, porque eles representam uma fonte potencial
de poluicdo; assim, o uso deveria ser restrito a tratamentos ex-sifu, pois, processos controlados

minimizariam qualquer risco de contamina¢do adicional.

Estudos de biodegradabilidade que ndo consideram o efeito de intemperizacdao dos
poluentes podem superestimar a taxa de biodegradacdo; assim, quando a técnica do
bioaumento é necessdria, a melhor estratégia seria aquela baseada na injecdo de consorcios,
pois, mesmo culturas com reconhecida habilidade de biodegradar hidrocarbonetos podem

falhar quando aplicadas isoladamente.

As culturas Staphylococcus hominis, Kocuria palustris ¢ Pseudomona aeruginosa
LBI, nas condic¢des estudadas, ndo foram capazes de produzir biossurfactante utilizando 6leo
diesel intemperizado proveniente de um vazamento. Apesar disso, tentativas para empregar
residuos hidrofébicos como substratos de baixo custo ndo podem ser descartadas, uma vez
que outros estudos vém demonstrando que isto € possivel. Além disso, o uso de matérias
primas de baixo custo pode ndo somente melhorar o aproveitamento de residuos, mas também
simultaneamente gerar produtos com alto valor agregado de extrema importincia. Finalmente,
culturas com demonstrada capacidade para produzir biossurfactantes, como P. aeruginosa
LBI, podem ndo apresentar um bom desempenho quando matérias primas alternativas sio
empregadas, por exemplo, 6leo diesel intemperizado. Este fato também pode comprometer a

producio in-situ de biossurfactantes em processos de biorremediagao.
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