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INFLUENCIA DE HIDROCARBONETOS DO PETROLEO NA MOBILIDADE DE
ARSENIO EM SOLOS TROPICAIS

Resumo

O objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia da contaminag&o por
gasolina e diesel na mobilidade das espécies inorganicas de arsénio no solo. Para
tanto, amostras de solo (n = 25) foram coletadas em uma area de mineragédo, uma
area de cobertura vegetal e uma area agricola, e foram contaminadas em laboratério.
Foram coletados os extratos de saturagdo para as amostras dos trés tratamentos
(controle, gasolina e diesel) e os resultados de arsénio no extrato de saturag&o obtidos
foram comparados através de testes estatisticos ndo paramétricos e analise
multivariada de dados. Foi realizada analise de especiacdo redox para todas as
amostras e o fracionamento quimico do arsénio no extrato de saturacédo do solo para
amostras selecionadas através da técnica Difusdo em Filmes Finos por Gradiente de
Concentracdo. As concentracdes de arsénio também foram comparadas quanto a
parametros fisicos, quimicos e quanto a presenca de sete genes funcionais relativos
ao metabolismo de arsénio (resisténcia, oxidagéo, respiragado e metilagdo) em micro-
organismos. A adi¢cao de gasolina e de diesel resultou no aumento das concentragdes
de arsénio extraivel em agua nos solos. O aumento da mobilidade do arsénio em solo
na presenga dos contaminantes, apesar de significativo, foi menos expressivo quando
comparado a outros sistemas (e.g. aquifero e areas umidas) e outras fontes de matéria
organica (e.g. biocarvao e serapilheira) reportados na literatura. As concentragdes de
As(lll) foram menores em solos urbanos, quando comparadas as obtidas para solos
rurais e com cobertura vegetal, possivelmente devida a uma menor atividade
microbioldgica nos solos urbanos. A respiracado basal do solo foi a principal variavel
de influéncia na mobilidade de As(lll). Uma taxa de biodegradagdo estimada em
aproximadamente 7% foi o suficiente para extrair fragdes de As(lll), antes imobilizadas
pela fase solida, para 60% dos solos estudados. A metilacdo, importante fator de
regulagao da concentragao de As(lll) nos solos n&o contaminados, nao foi significante
quando gasolina ou diesel foram adicionados ao sistema. A relacdo entre o teor de
Mn no solo e As soluvel pode indicar a ocorréncia de um mecanismo de reoxidagao
abidtica de As(lll). A adi¢cdo de gasolina ou diesel aos solos aumentou a fragcdo de
arsénio extraivel em agua em até 20 vezes, porém a adicdo destes contaminantes
nao influenciou a frag&o labil de arsénio, sendo esta relacionada ao carbono orgénico
dissolvido do solo natural do solo.

Palavras-chave: Labilidade. Analise de especiagao. Contaminantes orgéanicos.
Gasolina. Diesel. DGT.



INFLUENCE OF PETROLEUM HYDROCARBONS ON ARSENE MOBILITY IN
TROPICAL SOILS

Abstract

The aim of this work was to investigate the influence of gasoline and diesel
contamination on the mobility of inorganic arsenic species in soil samples. Soil samples
(n = 25) were collected in a mining area, in an area characterized by natural vegetation
cover and in an agricultural area. The soil samples were contaminated in laboratory
with gasoline and diesel. Saturation extracts were collected from soil subsamples of
the three treatments (control, gasoline and diesel) and the results of arsenic
concentration in the extracts were analyzed by non-parametric statistical tests and
multivariate data analysis. Redox speciation analysis for all samples and chemical
fractionation of arsenic were performed in some of the water extracts samples by
Diffusive Gradients in Thin Films technique. Arsenic concentrations were compared to
physical and chemical parameters as well as to the presence of seven functional genes
related to arsenic microbial metabolism (resistance, oxidation, respiration and
methylation). The addition of gasoline and diesel to surface soils resulted in an
increase in the water extractable arsenic in surface soils. The increased mobility of
arsenic in the presence of contaminants, although significant, was less expressive than
what has been reported for other systems (e.g. aquifers and wetlands) and other
sources of organic materials (e.g. litter and biochar). As(lIl) concentrations were lower
in urban soils when compared to agricultural and vegetation cover soils, possibly due
to a less expressive microbiologic activity in urban soils. Basal soil respiration was the
main variable influencing As(lll) mobility. An estimated biodegradation rate of
approximately 7% was sufficient to make As(lll) fractions, previously immobilized by
solid phase, present in the solution for 60% of the studied soils. Methylation, an
important factor in controlling the As(lll) concentration in uncontaminated soils, was
not significant when gasoline or diesel were introduced in the system. As(lll) in the
solution was negatively related to the content of Mn in the soil which may indicate an
occurrence of an important mechanism of abiotic reoxidation of As (Ill). The addition
of gasoline or diesel to the soils increased the fraction of arsenic extractable in water
up to 20-fold. However, the addition of these contaminants did not influence the labile
fraction of arsenic, which was strongly influenced by the soil dissolved organic carbon,
naturally occurring in soils.

Keywords: Lability. Speciation analysis. Organic contaminants. Gasoline. Diesel. DGT.
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1 INTRODUGAO

Os metais e semimetais presentes no solo podem ser de origem litogénica ou
antropogénica. Os primeiros advém de fontes geoldgicas, principalmente de rochas,
pela acdo do intemperismo. Os segundos resultam de atividades humanas,
principalmente da agricultura (e.g. agrotoxicos e fertilizantes) e mineragdo (ALLOWAY,
1995).

O arsénio € um semimetal encontrado no ar, solo e agua, sendo as rochas seu
principal reservatorio natural. Antes da utilizagdo dos compostos organoclorados,
compostos de arsénio foram amplamente empregados na fabricacdo de pesticidas
(CHATTERJEE; MUKHERJEE, 1999), sendo os arsenatos empregados em
inseticidas e, arsenitos, em herbicidas. A concentracdo de arsénio em insumos
agricolas varia de 2 a 4950 mg kg™', sendo que os valores mais altos sdo encontrados
em fertilizantes inorganicos, aproximadamente 170 vezes maior que os valores
maximos para estercos bovinos, de granja e lodo de esgoto (KABATA-PENDIAS;
PENDIAS, 2001).

Uma vez que elementos traco no ambiente podem existir em uma variedade de
espéecies com mobilidades diferentes, a compreensao tanto da distribuicdo destas
especies, quanto dos fatores controladores desta distribuicdo € essencial. Apenas
algumas destas espécies s&o biodisponiveis, sendo portanto fundamental o enfoque
na avaliagéo das suas formas labeis (PYRZYNSKA; WIERZBICKI, 2004). O estudo da
mobilidade de metais é muito importante para prever em que situagdes a fracao
adsorvida ao sedimento podera tornar-se soluvel e causar problemas ambientais.

Em relacdo aos perfis do solo, a camada superficial frequentemente apresenta
os teores mais elevados de arsénio, reflexo da deposi¢ao de fragdes do elemento
provenientes da atmosfera e a ciclagem de plantas (ALLOWAY, 1995). No entanto,
segundo Gomez-Caminero et al. (2001), as interagdes entre arsénio e a fragdo mineral
do solo e de aquiferos € dominante quando comparada com as interagbes do
elemento com a matéria organica, sendo a principal forma de interagdo do arsénio
com a matéria organica do solo através das interagdes da ultima com a superficie de
minerais.

Muitas espécies de micro-organismos, incluindo leveduras, bactérias e
cianobactérias sdo capazes de usar hidrocarbonetos como fonte de carbono, sendo

utilizadas como biorremediadores. Micro-organismos presentes no solo sao capazes
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de utilizar processos quimicos, como reducdo e oxidagao, para transformar metais,
muitas vezes alterando sua toxicidade, por meio da alteracédo do estado de oxidacgao,
metilagéo, etc. Alguns organismos presentes no solo sdo capazes de converter As(V)
e As(lll) a formas reduzidas, principalmente arsinas metiladas, que sdo volateis
(GOMEZ-CAMINERO, A et al., 2001).

Ainda que um contaminante orgénico, como por exemplo hidrocarbonetos do
petréleo, ndo apresente uma concentragao significante de um metal ou semimetal, a
introdugcdo deste composto exdgeno pode acarretar em modificagbes nas
propriedades do solo e na comunidade de micro-organismos, alterando indiretamente

a biogeodisponibilidade de elementos ja presentes no meio (PINTO et al., 2014).

1.2 Objetivo

1.2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia de gasolina e diesel na
labilidade de arsénio no solo e na mobilidade das espécies deste elemento da fase

sélida para a agua intersticial do solo em curto periodo.

1.2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a dinamica e a extensdo da especiacdo redox de arsénio apos a
introdugdo dos contaminantes organicos estudados no sistema, em
comparagado com outras fontes de carbono organico e outras matrizes ja
estudadas e reportadas na literatura;

2. Avaliar a influéncia de parédmetros fisico-quimicos e da expressao de genes
funcionais associados a transformag¢ao microbiologica de arsénio na dinamica
da concentragdo de arsénio na solucdo dos solos apés a introducdo dos
contaminantes gasolina e diesel;

3. Avaliagdo da influéncia das caracteristicas da area de estudo (periodo de

coleta, uso do solo e origem do arsénio).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Comportamento biogeoquimico do arsénio

As concentragdes dos elementos no solo podem apresentar grande variagéo,
mesmo sem influéncia antrépica. Um dos fatores predominantes para esta variagao €
da composi¢do da rocha-mae, assim como os processos pedogenéticos aos quais
esta € submetida. Desta forma, é comum a existéncia de locais naturalmente
enriquecidos em alguns elementos, dada a rocha de origem ou ao transporte de
sedimentos aléctones (e.g. rios e cinzas vulcanicas) e principalmente dada a
liberacdo, mobilidade e concentracdao destes elementos nos perfis de alteragao e a
pedogénese (MANDAL, 2002).

A concentragao basal (baseline) de arsénio em solos frequentemente reportada
é de 5a 10 mg kg' (GOMEZ-CAMINERO, A et al., 2001). Mas uma faixa mais ampla
para a concentracdo basal de arsénio no solo também pode ser encontrada, sendo
reportadas concentragdes entre 1 e 20 mg kg™' em solos naturais e 0,1 e 50 mg kg
em solos agricolas. No estado de S&o Paulo, a Companhia Ambiental do Estado de
Sao Paulo (RUBY et al., 2011), através da analise de solos de diferentes classes e
profundidades, reportou a concentragdo de arsénio de 3,5 mg kg' como valor de
referéncia para o estado.

O arsénio ainda esta presente em diversos depdsitos de minérios e carvao,
sendo liberado durante a extragdo ou queima destes. Assim, o material particulado
emitido nestes dois processos segue caminho para solos e aguas (MANDAL, 2002).
O arsénio esta presente em altas concentragbes (até 200 mg kg™') em minerais de
apatita (GOMEZ-CAMINERO et al., 2001), principal matéria-prima para produgéo de
fertilizantes no Brasil (SOUZA, 2001).

Ap6s a acédo do intemperismo, visto que metais e semimetais possuem
caracteristicas diferentes, como niveis de eletronegatividade e estados de oxidagao,
estes podem passar por processos também diferentes, como precipitacdo, adsorcgéo,
complexacédo ou lixiviagédo, interagindo de maneiras distintas com os minerais e
matéria organica presentes no solo. Desta forma, podem estar presentes na fragao
soluvel, labil, inerte (forte adsorcdo com minerais ou precipitados com outros
componentes), complexados com a matéria organica ou podem estar assimilados pela

biomassa.
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Os teores de oxidos de ferro, 6xidos de aluminio e de argilominerais em uma
regido é um fator determinante para a adsorgéo de arsénio na fragdo mineral do solo
(LIU et al., 2001), sendo que a adsorgao de arsénio a oxidos de ferro foi reportada
como menos estavel quando comparada a adsorcdo a 6xidos de aluminio em
condigbes acidas de pH (<5,75) (HALTER; PFEIFER, 2001). Em solos acidos, o
arsénio estara ligado ao ferro e aluminio, enquanto em solos alcalinos esta ligagéo
ocorrera com calcio. Dada a similaridade quimica entre fosfato e arsénio, no solo,
ambos competirdo pelos mesmos sitios de adsorgdo e apresentardo as mesmas
interagdes, formando complexos insoluveis com aluminio, ferro e calcio (SADIQ,
1997). Assim, a quantidade de arsénio adsorvido da agua intersticial do solo aumenta
com o aumento de Oxidos de ferro, manganés e aluminio livres e do aumento da fragéo
argilosa do solo (GOMEZ-CAMINERO et al., 2001).

A precipitagado € um dos principais mecanismos de imobilizagdo de arsénio do
solo. Em solos oxigenados, arsenatos de ferro podem controlar a solubilidade de
arsénio, enquanto que em solos andxicos, sulfetos de arsénio controlam a
concentragio de arsénio dissolvido. A precipitacdo de arsenatos de ferro e calcio e de
sulfetos de arsénio podem limitar as concentragdes de arsénio na agua intersticial do
solo (SADIQ, 1997).

Além do pH, o tempo de contato do elemento com a fragdo adsortiva e a
presencga de ligantes orgénicos e inorganicos sao fatores influentes na labilidade de
arsénio e na sua movimentagao entre os perfis do solo (LIU et al., 2001). A mobilidade
do arsénio sera controlada pelo tipo de argila presente no meio, bem como sua
quantidade, presengca de matéria organica e outros ions. A mobilidade de arsénio
juntamente com a agua percolante para as camadas subjacentes é reduzida pela
presenca da camada de humus, que atua como uma barreira, onde este elemento se
acumula. Analogamente, em solos ricos em carbono, pode ser observado grande

acumulo do semimetal, dada a forte interagéo entre eles (MATSCHULLAT, 2000).

2.2 Conceitos

2.2.1 Biodisponibilidade

Bioacessibilidade € a capacidade de uma substancia de entrar em contanto

com um organismo vivo, podendo ou n&o interagir e sofrer absorg¢ao por este. Desta
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forma, substancias aprisionadas no interior de particulas insoluveis nao estaréo
bioacessiveis. Por sua vez, biodisponibilidade refere-se ao potencial que um
organismo apresenta de absorver uma substancia. Tanto a bioacessibilidade quanto
a biodisponibilidade dependem da especiagcdo quimica e de parametros bioldgicos,
visto que mesmo quando uma substancia encontra-se adsorvida a superficie de
minerais, esta pode nao ser bioacessivel e, consequentemente, esta ndo sera
biodisponivel se o organismo tiver a capacidade de absorver apenas aquelas
substéancias presentes em solugéo (DUFFUS et al., 2017).

2.2.2 Labilidade

O termo labil refere-se a uma fracdo do teor total de um elemento em uma
solugéo, fracdo esta livre ou fracamente complexada com ligantes inertes. Esta
intrinsecamente relacionado ao conceito de fracionamento, que baseia-se na
classificagado de um analito segundo suas propriedades fisicas (tamanho) ou quimicas
(organico ou inorgéanico, inerte ou labil) (TEMPLETON et al., 2000).

2.2.3 Especiagao

O conceito de especiagao quimica, segundo a IUPAC (TEMPLETON et al.,
2000), refere-se a distribuicdo das espécies quimicas de um elemento em um sistema.
No caso do arsénio, seu comportamento geoquimico, bem como sua toxicidade, esta
fortemente relacionado as espécies quimicas presentes no meio. Em sistemas
aquaticos e em solos, o arsénio se encontra predominantemente em suas formas
inorganicas: o oxianion pentavalente arsenato (HzAsO4) na faixa de pHentre 0O e 2 e
em condigdes oxidantes (Eh > 400 mV); e a forma neutra trivalente arsenito (H3AsO3),
em condigbes alcalinas (0 < pH <9) e redutoras (TAKENO, 2005). Ainda, estao
presentes nestes sistemas, em menor proporgdo, as formas organicas acido
monometilarsénico (MMA) e dimetilarsénico (DMA). Devido a sua maior solubilidade,
as formas inorganicas sao as mais toxicas, sendo o As(lll) o mais téxico entre as duas
espécies (SMEDLEY; KINNIBURGH, 2002; LEERMAKERS et al., 2006). Onishi e Sandell
(2000) reportaram o arsenato, forma menos movel de arsénio, como sendo espécie
predominante de arsénio em solos, responsavel por 60% entre todas as formas do

elemento.
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O equilibrio entre essas espécies dependera principalmente dos fatores do
potencial de oxidagdo e redugédo (Eh) e do pH, mas também da agdo de micro-
organismos (SMEDLEY; KINNIBURGH, 2002).

2.2.4 Mobilidade

Quando o termo mobilidade é considerado, o enfoque € dado aos processos
fisico-quimicos que influenciam na capacidade de movimentacdo de um composto na
fase aquosa do solo apos sofrer dissolucdo da fase mineral. Esta capacidade ira
depender de interagdes com outros compostos quimicos, como também de alteragdes
que venha a sofrer, e.g. especiacdo. A mobilidade de metais entre as fases sélida e a
agua pode ser influenciada por uma variedade de fatores, como presenca de matéria
organica, pH, potencial redox (Eh), presenca de sulfetos, tamanho de sedimentos e
micro-organismos. Ainda, a mobilidade de elementos em sistemas aquosos é
altamente influenciada pelo potencial ibnico deste elemento, i.e. € influenciado pela
razao entre estado de oxidacido da espécie e o seu raio idnico. Assim, quanto maior o
raio idnico apresentado por um analito, menor sera sua mobilidade (RIEUWERTS et
al., 1998).

No estudo da mobilidade e labilidade de elementos traco em solos, o
conhecimento da distribuicdo das espécies presentes na fase solida e agua intersticial
€ imprescindivel, visto que tanto a labilidade quanto a mobilidade podem variar de
acordo com as formas quimicas presentes no sistema (HARPER, M P et al., 1998).

Como o conhecimento do teor total de um analito ndo é suficiente para uma
compreensao aprofundada dos mecanismos envolvidos na distribuicdo de um
elemento nos diversos compartimentos terrestres, muitas vezes, o entendimento do
comportamento biogeoquimico de um elemento € dificultado por limitagdes analiticas.
Em solo, a mobilidade de metais tem sido estudada por extragdo sequencial (WEI et
al., 2016) e pelo uso de colunas de solo para avaliar a lixiviagdo de metais (LI; CAl,
2015). A extracao de arsénio da fase solida pode ocorrer sem a alteragéo das espécies
presentes na amostra ou com a conversao parcial entre As(lll) e As(V). No estudo das
espéecies quimicas presentes em um sistema é imprescindivel que estas espécies néao
sofram alteragdes, sendo que os procedimentos de extracdo adotados ndo devem
interferir no equilibrio entre as espécies e na determinagao destas através da técnica

analitica adotada. Durante o armazenamento das amostras, mudancas no estado de
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oxidagao induzidos por atividade microbioldgica e pelo contanto com oxigénio, assim
como perdas por volatilizagdo ou adsorgao aos frascos de armazenamento devem ser
evitadas (LEERMAKERS et al., 2006).

2.3 Influéncia da contaminagao por hidrocarbonetos do petréleo na

concentragao de arsénio

Mundialmente, existem muitos relatos do aumento de concentragdo de arsénio
dissolvido em aquiferos relacionado com um aumento no aporte de matéria orgéanica.
Este aumento do arsénio ocorre concomitantemente ao aumento do ferro dissolvido.
O aumento da matéria organica em um aquifero eleva as taxas de biodegradacéo,
resultando na deplecado de aceptores de elétrons e consequentemente na condi¢cao
redutora do sistema. A reduc&o do meio culmina na reducéo do Fe(lll) a Fe(ll), mais
soluvel, liberando o As(V) adsorvido as superficies dos 6xidos de ferro para a solugao.
A reducédo do As(V) para As(lll) pode ocorrer em seguida (BROWN et al., 2010).

Apesar da matéria orgénica natural ser capaz de ocasionar mudangas no
potencial redox na agua subterranea, este processo pode ser intensificado por
contaminantes orgéanicos antropogénicos. O aumento da concentragdo de arsénio
concomitantemente a contaminagdo por compostos organicos,como derivados do
petroleo, e subsequente reducéo do sistema, vem sendo descrita para aquiferos livres
(BROWN et al., 2010) e areas umidas (ZIEGLER et al., 2015), apesar do arsénio ser
encontrado em niveis trago (ug L") nestes compostos (TRINDADE et al., 2006;
BECKER et al., 2012).

No entanto, apesar do solo apresentar caracteristicas semelhantes as
envolvidas na dindmica de labilizacdo do arsénio em aquiferos, como presencga de
oxi- e hidroxidos de ferro e uma microbiota capaz da degradag¢ao da matéria organica
e de contaminantes orgénicos (TRINDADE et al., 2005), nenhum estudo foi
encontrado na literatura abordando a mobilizagdo do arsénio para a agua intersticial
do solo, considerando as especificidades da zona nao-saturada.

A zona nédo-saturada € definida como o meio geoldgico da superficie do solo
até o lencol freatico. E composta de trés fases: sélidos, i.e. fragdo mineral e matéria
organica; liquido, agua intersticial e seus solutos; e gasoso, ar, vapores e outros gases.
A agua é retida nas particulas do solo por forgas capilares. A zona n&do-saturada e a
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franja capilar podem ser agrupadas como zona de aeragao, i.e. onde o ar pode ocupar
0s espacos porosos. Em periodos de alta precipitagdo, esses espagos porosos podem
estar preenchidos por agua. Na zona saturada, a agua ocupa constantemente todos
os espacgos porosos (ARORA et al., 2019).

Os trabalhos encontrados na literatura para aquiferos envolvem grandes
programas de monitoramento in situ de areas contaminadas, como o caso de uma
area contaminada em Minnesota, EUA (COZZARELLI et al., 2016), amplamente
estudada quanto a contaminagéao por arsénio.

A zona nao-saturada é frequentemente abordada em trabalhos que visam
avaliar os riscos de contaminagdo da agua subterranea e como area de atenuagao da
contaminacdo da agua subterranea. No entanto, estes ambientes necessitam de
atencao e enfoque de maneiras distintas, visto que diferengas nas condic¢des fisicas e
quimicas e, consequentemente, microbiologicas, levam a diferengas no
comportamento de contaminantes, principalmente quanto sua toxicidade (SHEEHAN
et al., 2003).

McGuire et al. (2005) avaliaram o impacto da precipitagcdo meteoroldgica no
potencial redox de um aquifero arenoso n&o-confinado contaminado por
hidrocarbonetos do petroleo. Segundo os autores, os efeitos da recarga na
disponibilidade dos aceptores de elétrons foram observados principalmente na
interface entre a area de infiltracdo e o aquifero, ndo sendo observada na porgao
media deste. Ainda, na interface entre o lencol freatico e zona nao-saturada foi
reportada uma reducgéo de cerca de 10 vezes no numero de bactérias heterotroficas
aerobicas e protozoarios em relagdo ao numero destes organismos encontrado para
os solos da superficie (DODDS et al., 1996).

Ainda, a zona ndo-saturada apresenta uma caracteristica que pode afetar
completamente a solubilizagdo de compostos: a transiéncia. Visto que, ao contrario
da zona saturada, os poros na zona nao-saturada permanecem a maior parte do
tempo ndo totalmente preenchidos por agua, o tempo de contato da agua subterrénea
com a fase sdlida é significativamente menor, permitindo menor tempo para a
solubilizagdo dos compostos organicos para que sejam degradados e menos tempo
para que a mobilizacdo do arsénio ocorra, sendo importantes a realizagdo de
trabalhos que abordem a cinética desta reacgao.

Quando o derramamento do petréleo ocorre em grandes concentragbes na

zona nao-saturada, ocorre uma migragao descendente dos compostos nao retidos na



23

fase solida do solo ou ndo dissolvidos na agua intersticial, visto que a capacidade de
retencdo foi ultrapassada. Desta forma, quando a zona saturada € atingida, forma-se
uma fase separada, conhecida como fase liquida ndo aquosa (NAPL, do inglés non-
aqueous phase liquid) (BALSEIRO-ROMERO et al., 2018). Neste ponto, a
biodisponibilidade dos contaminantes é regulada pela solubilidade destes na interface
entre a agua e a NAPL (JONGE et al., 2012). Por sua vez, NAPL n&o é formada
quando o derramamento ocorre em baixa concentragdo, sendo que a
biodisponibilidade dos compostos hidrofobicos sera determinada pelos processos de
adsorcéo e dessorgéo pela fase solida (GARCIA-DELGADO et al., 2020).

Quando comparados com sistemas aquaticos, a biodegradagéo no solo tem
algumas vantagens. Primeiro, dada a estrutura do solo, hidrocarbonetos de baixo peso
molecular tenderdo a migrar para camada mais profundas do solo, o que ira minimizar
a evaporagao de compostos volateis. Assim, biodegradacéo ao invés de evaporagao
sera o principal mecanismo de remog¢ao enquanto houver oxigénio disponivel. Ainda,
o solo apresenta capacidade de adsorver compostos tanto polares quanto apolares e,
desta forma, a toxicidade efetiva destes compostos tende a ser reduzida (RONALD,
1981). A eficiéncia de biodegradagdo na zona nao-saturada também é superior a da
zona saturada (MCKEE et al., 1972). No entanto, conforme observado na figura 1,
aguas de solos alagados e aguas subterrdneas sao naturalmente mais propensas a
condigdo redutora que aguas que apresentam contato direto com a atmosfera
(NEUMANN, 2012).

Figura 1. Representagcédo de um diagrama Eh-pH
contendo exemplos de alguns corpos d’agua.

Oxidante

Eh

Redutor

Acido pH Alcalino
Fonte: Adaptado de NEUMANN (2012).
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2.4 Hidrocarbonetos do petréleo

Os combustiveis atualmente utilizados sao obtidos a partir de fragcdes do
petroleo destiladas, sendo classificadas segundo o numero de carbono em suas
moléculas. Assim, a gasolina apresenta de 4 a 12 atomos de carbono e Oleos
combustiveis, 14 ou mais atomos de carbonos em sua composicdo (GROYSMAN,
2014).

Em trabalhos que visam avaliar os impactos de hidrocarbonetos do petréleo
presente em uma dada amostra ambiental, o termo hidrocarbonetos do petréleo totais
(HPT) é frequentemente utilizado. Os HPT correspondem a uma ampla familia de
centenas de compostos quimicos que tém sua origem no petroleo bruto (PINEDO et
al., 2013).

A gasolina € uma mistura complexa, podendo apresentar mais de 230
hidrocarbonetos, sendo que sua composicgéo ira variar de acordo com a origem do
petroleo e o processo de refinamento adotado. Dentre os compostos presentes na
gasolina, o grupo de hidrocarbonetos aromaticos conhecido como BTEX (benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xileno) sdo os que apresentam maior risco ambiental, uma vez
que sao os mais soluveis em agua (COUNCIL, 2003).

Com o intuito de diminuir as emissdées de monoxido de carbono para a
atmosfera, é exigéncia no Brasil que a gasolina comercial apresente etanol em sua
composicdo em uma faixa de 20 a 25%. Ainda, a adicdo de etanol aumenta a
octanagem da gasolina, ou seja, sua resisténcia a detonagdo, o que melhora o
desempenho deste combustivel e diminui o degaste do motor. No entanto, dado a alta
solubilidade do etanol em agua, esta adicdo aumenta o impacto da contaminagao por
gasolina no caso de um vazamento, visto que aumenta a solubilidade dos
hidrocarbonetos presentes na gasolina pelo fenbmeno de co-solvéncia. O efeito de
co-solvéncia é maior quanto maior a hidrofobicidade do composto (CORSEUIL;
FERNANDES, 1999).

Os hidrocarbonetos que apresentam cadeia com 1 a 4 carbonos sao
biodegradados por poucos e especificos micro-organismos; os com 5 a 9 carbonos
apresentam alta toxicidade e sao altamente volateis. Hidrocarbonetos que possuem
uma cadeia com mais de 22 atomos de carbono apresentam baixa toxicidade, porém
possuem baixa solubilidade em agua, estando presentes geralmente no estado saélido.
Dentro da faixa de hidrocarbonetos do petréleo abordada neste estudo, os compostos
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com 10 a 22 carbonos sdo os menos toxicos e mais biodegradados (HUESEMANN,
1995).

Segundo Baseiro-Romero et. al (2018) baseado em estimativas da Centre of
European Comission, juntos, metais e hidrocarbonetos do petroleo perfazem
aproximadamente 60% do total de contaminantes do solo. Segundo estas estimativas
(PANAGOS et al., 2013), existem mais de 3,5 milhdes de pontos de contaminag&o
apenas na Uniao Européia, sendo que mais da metade corresponde a contaminagao

por hidrocarbonetos do petréleo.
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3 AREA DE ESTUDO

No Brasil, os estudos sobre a concentragao de arsénio sdo escassos e restritos
a poucas areas. Altas concentracdes de arsénio no solo foram reportadas em Santana
(AM, agua subterranea: 2000 ug L), no Quadrilatero Ferrifero (MG, agua superficial:
350 ug L") e no Vale do Ribeira (SP/PR, sedimento: 355 ug L'). Nestes locais, a
ocorréncia natural de rochas e solos com altos teores de arsénio foi aumentada por
processos antropicos (extragdo de minérios de ouro e manganés), acarretando em
severa contaminacéo (FIGUEIREDO et al., 2007).

3.1 Vale do Ribeira (SP)

A regido do Vale do Ribeira (Figura 2) possui grande interesse em estudos com
enfoque ambiental, visto que abriga em seu territério remanescentes da Mata Atlantica
e um importante reservatério de agua doce, formando pelo Rio Ribeira do Iguape e
afluentes.

Figura 2. Mapa com a localizagao dos pontos de coleta georreferenciados.
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Em torno de 500.000 habitantes, caracterizados principalmente por
comunidades ribeirinhas e litoraneas, se distribuem em 32 municipios dos Estados de
Sé&o Paulo e Parana, na regido que apresenta um dos mais baixos indicadores de
renda e desenvolvimento humano do sudeste e sul do pais.

A economia da regido se baseia em atividades agricolas e de mineragéo. Até
1996, atividades de mineragédo e refino de metais estiveram presentes na regido do
Alto Vale do Ribeira. Apos esta data, a empresa Plumbum (Adrianépolis, PR) e outras
minas de Pb encerraram suas atividades (FIGUEIREDO et al., 2007).

3.1.1 Arsénio no Vale do Ribeira

As elevadas concentracdes de arsénio nos solos do Vale do Ribeira devem-se
a fontes geogénicas e antropicas, sendo que, no segundo caso, destaca-se a
presenca da mineragao de Au, Zn e Pb, responsavel pela liberagdo de arsénio como
subproduto. Décadas de atividades de mineracdo sem preocupacdo ambiental
contribuiram para a poluigdo dos solos da regi&o.

Concentragdes de até 80 mg kg™ de arsénio foram encontradas nos solos do
bairro Serra, localizado no municipio de Iporanga (SP), em uma area em que no
passado esteve presente atividades de mineracdo de Pb-Zn (Mina de Furnas)
(FIGUEIREDO et al., 2007).

Dentre a fonte geogénica, destacam-se os veios de quartzo contendo sulfetos
de Au, Cu, Pb, Zn e As, e um escudo rochoso muito alterado que, em alguns pontos,
apresenta 9% de arsénio. Na regido do Corrego de Piririca, uma importante anomalia
de elevada ocorréncia natural de arsénio foi identificada, a jusante da area de
mineragao. Nesta regido, apesar da elevada contaminagéo, a vegetacédo esta ainda
preservada. Esta area € pouco povoada e os habitantes ndo s&o dependentes da agua
subterranea (CPRM, 1982 APUD FIGUEIREDO et al., 2007).

A fonte primaria de arsénio no Cinturdo de Piririca é a arsenopirita. A partir da
oxidagdo da arsenopirita e da galena, novos minerais s&o incorporados, como
neominerais sulfofosfatos e sulfoarsenatos. Estes novos minerais possuem uma alta
estabilidade, apesar de uma certa desestabilizac&do ja ser observada nos mesmos,
dada a presenca de arsénio em oxihidroxidos de Fe no local. Desta forma, enquanto
as condigdes oxidantes estiverem presentes no meio, mesmo que ocorra

desestabilizagao total desses neominerais, oxihidroxidos de Fe impedirao a liberacao
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de As para ambiente (ROSA, 1993).

A pirita (FeS2) é formada em condigbes redutoras, podendo ter arsénio
incorporado a sua estrutura durante a formacdo, dando origem a arsenopirita
(FeAsS2). Este processo, explica a alta incidéncia de arsénio em ambientes
redutores/anaerobios, como lagos e oceanos (SMEDLEY; KINNIBURGH, 2002). O
arsénio pode ser mobilizado do sedimento para a agua com a ocorréncia de
dissolugdo oxidativa de sedimentos ricos em arsenopirita (MANDAL, 2002).

Apesar das altas concentragdes encontradas na regido, os teores de arsénio
nas aguas superficiais s ultrapassaram ocasionalmente os valores de referéncia
vigentes na legislagdo brasileira (10 pg L), visto que a formagdo de solos
enriquecidos de Al e Fe em climas tropicais atua como uma barreira quimica que
impede a mobilizagdo de arsénio para agua. Ainda, o grande volume de precipitagao
caracteristico do clima da regido favorece a diluigdo das concentragbes de arsénio
presentes na agua potavel (FIGUEIREDO et al., 2007).



4 MATERIAL E METODOS

Na figura 3, observa-se um esquema com a sintese dos parametros fisico-

quimicos e microbioldgicos considerados neste estudo, a serem detalhados neste

capitulo.

Figura 3. Esquema contendo a sintese dos pardmetros abordados no presente estudo.
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Area de estudo: Vale do Ribeira (4rea agricola, de mineragdo de Au, ZnePb e
de ocorréncia litogénica de As)

Coleta das amostras de solo — Duas campanhas (estacao seca e chuvosa)

Informagdes esperadas em cada

Método de coleta: stratified radom sampling

parametro estudado:

A 4

Especiagao
Labilidade

Amostras superficiais compostas (0-20 cm
de profundidade): 25 pontos de coleta

Mobilidade

v

Qualidade do solo

Preparo das amostras: secagem natural,
peneiramento (2 mm),

Concentragao de As:

Andlise de especiacao redox:
microcartuchos
Fragdo labil: DGT

Teor total: digestdo do solo

Concentragao de As:

Teor total: digestao do solo
Andlise de especiacdao redox:
microcartuchos

Fragao labil: DGT

; Caracterizagao:

! _microorganismos: RBS e genes funcionais (PCR)

' _Teor total de Fe, Al e Mn
' -Granulometria

- Matéria organica do solo: TOC, COD, BMS

Fonte: Elaborado para este estudo.
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4.1 Material

Os principais acessorios, equipamentos e reagentes que serao utilizados neste

projeto sao:

1.

N o o koW

8.
9.

Espectrométro de fluorescéncia atbmica com geragao de hidretos (HG-AFS)
(PS Analytical, modelo 10.055 Millennium Excalibur);

Espectrométro de emiss&o optica com plasma indutivamente acoplado (ICP
OES) (Thermo Scientific);

Agitador orbital (Hoeter Pharmacia Biotech — modelo PR70, EUA);

Balancga analitica (Gehaka, Brasil);

Dispositivos DGT (DGT ResearchLimited, Reino Unido);

Gel de poliacrilamida (DGTResearch, Reino Unido);

Gel de ferrihidrita imobilizada em poliacrilamida (DGTResearch, Reino
Unido);

Capela de Fluxo laminar (Marconi, Brasil);

Geladeira (Eletrolux, Brasil);

10.Medidor de pH e condutividade (Jenway — modelo 3505, Reino Unido);

11.Pipetas automaticas (Gilson, Franga);

12.Sistema de purificagdo de agua Milli-Q resistividade 18,2 MQ cm -

(Millipore, EUA);

13.Espectrofotdmetro ThermoFisher™ Nanodrop™ (Alemanha);

14.Kit de extragdo para DNA em solos DNeasy PowerSoil (Qiagen, Alemanha);

15.Fluorémetro Promega Quantus™;

16.Disruptor de tecidos TissuelLyser Il (Qiagen, Alemanha);
17.Termociclador PCR,;

18.Bico de Bunsen;

19.Cuba horizontal de eletroforese;

20.Filtro de acetato de celulose (45 pm);
21.Mufla;

22.Estufa;

23.Centrifuga;

24 \/ortex;
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25.Placa aquecedora;

26.Condensadores de bola, kitassato, bureta, termémetros e vidrarias de rotina
de laboratorio;

27.Dessecadores com silica gel;

28.Bomba a vacuo;

29.Peneiras de 0,053 um;

30.Reagentes, todos de grau analitico.

4.2 Representatividade do método de amostragem

As amostras foram coletadas em duas campanhas, uma na estagcdo seca
(agosto/2017) e outra na estagdo chuvosa (fevereiro/2018) através do método
stratified random sampling, em que uma area de amostragem é dividida em subareas
menores, considerando a heterogeneidade do local, buscando representar variedade
de habitats e padrées de uso do solo. Desta forma, trés areas foram selecionadas
para a coleta das amostras, tendo em vista os diferentes usos do solo da regi&o, ao
longo da margem do Rio Ribeira do Iguape, sendo uma inserida dentro de uma unidade
de conservagao, o Parque Estadual Turistico Alto do Ribeira (Figura 4, a e b), uma
pertencente a area de mineragéo de Au, Zn e Pb (Figura 4, c e d) e um pertencente a
area agricola (Figura 4, e e f), onde também se insere uma area de ocorréncia
litogénica de As, a unidade geoldgica da Faixa do Piririca.

Em agosto de 2018, uma nova campanha foi realizada, desta vez, para a coleta
de um volume menor de amostra, destinados aos estudos de Biologia Molecular.
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Figura 4. Locais de coleta: a e b) pontos inseridos dentro dos limites do PETAR; ¢ e d) pontos
localizados entre as cidades de Apiai, Ribeira e Adrianpolis, proximos a antigas areas de
mineracao; € e f) pontos localizados entre as cidades de Iporanga e Eldorado.

Fonte: Elaborado para este estudo.

Um total de 25 pontos de coleta foram amostrados somando todas as trés
areas. Em cada um dos pontos amostrados, trés sub-amostras, de 2 kg cada, foram
coletadas na camada superficial do solo (0-20 cm), selecionadas por caminhamento
aleatério em zigue-zague. O solo foi exposto e raizes maiores foram removidas com
o auxilio de uma enxada (Figura 5). A partir de cada amostra composta coletada por

ponto, uma pequena aliquota (aproximadamente 200g) foi retirada e armazenada
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separadamente, dentro de uma caixa de isopor, sendo destinada aos testes de

caracterizagao da qualidade do solo.

) AR A

Fonte: Elaborado par este estuo. '

4.3 Uso do solo

Os pontos de coleta foram divididos em trés categorias, conforme observagdes
registradas em campo: rural, urbano e natural (cobertura vegetal). Os critérios
adotados para classificar uma paisagem como rural, neste trabalho, foi predominio de
pastos ou areas de cultivo (Pinus sp, eucalipto e banana) no local. Areas urbanas
foram consideradas como aquelas préximas a cidades, industrias ou que a coleta foi
realizada em uma estrada altamente urbanizada. Por sua vez, como area natural
foram considerados os locais com predominio de cobertura vegetal ou préximas a rios,

principalmente localizados dentro do perimetro do PETAR.
4.4 Preparo das amostras de solo
As amostras coletadas foram submetidas ao procedimento de catacido para

retirada de cascalhos, pedagos de raizes, folhas e macrofauna. Uma aliquota de 3 kg
de cada amostra foi retirada e armazenada a -20 °C, segundo recomendado na ISO
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18400-206 (ISO, 2018), com intuito de minimizar alteragbes na comunidade
microbiolégica devidas a armazenamentos por longos periodos em condigdes
diferentes das autdctones. O restante do solo ndo congelado foi destinado a
caracterizagao fisica do solo (granulometria e capacidade de campo).

Previamente ao peneiramento, as amostras de solo foram secas ao ar, a partir
do espalhamento de todo conteudo das amostras em bandejas plasticas de
aproximadamente 60x40x15 cm, sendo possiveis torrdes quebrados manualmente
antes da secagem. As amostras foram entdo homogeneizadas, maceradas, quando
necessario, e passadas por peneira de nylon de 2 mm, com o intuito de evitar uma
possivel contaminagao por metais pelo uso de peneiras de ferro. Para se evitar a
contaminagao tanto biolégica quanto quimica entre uma amostra e outra, o primeiro
centimetro de solo peneirado foi descartado a cada peneiramento, conforme
recomendado em EMBRAPA (1997).

4.5 Caracterizagcao das amostras

4.5.1 Descontaminagao dos materiais para analise de arsénio e metais

Antes de sua utilizacdo, todo material envolvido no preparo e acondicionamento
de solugdes, como vidrarias e tubos de centrifuga, bem como os dispositivos DGT,
seringas e filtros membranas foram descontaminados por meio da imersao em HCI
20% (v v') por quatro horas e posterior lavagem com agua deionizada (7 vezes) e

agua ultrapura (3 vezes).

4.5.2 Teor total de metais

O método de digestdo para a determinagéo do teor total de arsénio e outros
elementos (Al, Fe e Mn) foi realizado segundo descrito em MCGRATH e CUNLIFFE
(1985), com o intuito de obter-se a concentragcdo de elementos correspondente a
somatoria das fragdes labeis, na fase trocavel, complexados com a matéria organica,
oxidos, adsorvidos a argilominerais e precipitados. O método consistiu na digestao
acida do solo em sistema aberto a partir da adigdo de 2 mL de HNO3 concentrado (65%,
v v'') e 8 mL de HCI concentrado (35%, v v') ao frasco de vidro contendo 0,5 g de

amostra previamente seca em estufa. O contetido foi deixado reagindo por um periodo
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de duas horas, sendo entdo aquecido em placa de digestdo com temperatura
controlada entre 90-100 °C. A digestao foi realizada até a evaporagdo da solugao.
Apos o resfriamento, foram adicionados 12,5 mL de HCI 20% (v v'') e a mistura foi
reaquecida a 80 °C por 20 minutos. O digerido foi transferido quantitativamente para
um tubo de centrifuga e avolumado para 50 mL.

A determinagdo do teor total de Fe, Al, Mn e As foi realizada através da
espectrometria de emissao atdmica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES).
Para garantir a qualidade do método de digestéo, foi realizada a digestdo também para
o padrdo de amostra de solo certificado IAEA Soil-7 (PSZONICKI et al., 2000). Na

tabela 1 sdo apresentadas as recuperagdes obtidas no procedimento de digestéo.

Tabela 1. Recuperacdes da digestdes semi-totais

Al (mg kg-) Fe (mg kg) Mn (mg kg) As (mg kg-)
Valor de referéncia 47000 25700 631 13,4
Concentragao obtida 34354 23731 630, 11,3
Recuperagéo (%) 73,1 92,3 99,9 83,5

4.5.3 Fator de enriquecimento

A partir dos resultados do teor total de Al, Fe, Mn e As, obtidos por meio dos
procedimentos descritos acima, o fator de enriquecimento (FE) foi calculado para cada
amostras de solo. O FE é um indicador usado para avaliar a natureza e a intensidade
da contaminacgao do solo superficial por elementos quimicos. A concentracdo de um
elemento no solo é normalizada em relagdo a concentracdo de um elemento de
referéncia (ER), que deve ser estavel no solo, i.e. ndo apresentar mobilidade vertical,
sofrer degradagao ou ter sua concentragao alterada por contaminagdo antropica.
Além disto, o ER deve estar associado a particulas mais finas do solo. Os elementos
mais utilizados em estudos séo Al, Fe, Mn e Rb.

O fator de enriquecimento é expresso da seguinte forma:

=(analito/ER)solo

(analito/ER)crosta

(Equacgao 1)

Sendo (analito/ER)scl0 = razéo entre o analito e o ER no solo estudado



36

(analito/ER)crosta = raz@o entre o analito e o ER em valores de referéncia

para a crosta ou tipo de litologia da regiao.

Os elementos Mn e Fe foram selecionados como elementos de referéncia neste
trabalho. Os valores do analito e dos elementos de referéncia na crosta foram obtidos
a partir do indice de Taylor (Taylor Index) (FRIEDMAN; O’NIEL, 1977). A interpretagdo
dos valores diferem na literatura. Comumente, sugere-se que quando FE < 1,5 a
concentragdo do analito advém de processos naturais de intemperismo. Para valores
FE > 1,5 assume-se que uma porgéo significativa do analito provém de outras fontes
além da geogénica (BARBIERI, 2016). Para Sutherland (2000), valores de 1,5 ainda
podem abranger analitos de origem litogénica, sendo que o autor sugere cinco
categorias de enriquecimento em fungdo do valor obtido: deplegcdo ou origem
litogénica (FE<2), enriquecimento moderado (2<FE<5), enriquecimento significante
(6<FE<20), enriquecimento elevado (20<FE<40), enriquecimento muito elevado
(FE<40). Neste trabalho, a interpretagdo dos valores de FE foi realizada segundo
sugerido por Sutherland (2000).

4.5.4 Carbono Organico Total

Compostos organicos de baixa polaridade permanenacem adsorvidos a
matéria orgénica do solo (GOSS; SCHWARZENBACH, 2003). A adsorgdo de
compostos hidrofobicos em contaminantes organicos retarda o processo de
biodegradagdo, visto que decresce a biodisponibilidade do contaminante
(JORGENSEN et al., 2000).

A matéria organica do solo foi determinada a partir do método de perda por
ignicdo, em que 10 g dos solos, previamente secos em estufa a 105 °C por 24 h, foram
adicionados em cadinhos e levados a mufla a 550 °C por 6 horas. Apos o resfriamento,
os cadinhos foram mantidos em um dessecador para a realizagdo da pesagem da
massa de solo apos a combustdo da matéria organica. A matéria orgénica do solo foi
assumida como a diferenga entre a massa de solo antes e depois da combustdo. O
carbono organico total do solo foi calculado assumindo-se o valor de 58% do conteudo
de carbono na matéria organica do solo.

E importante ressaltar que o método de combust&o por ignicdo prové uma
estimativa da matéria organica do solo, pois, mesmo com a temperatura de 550 °C,
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indicada para garantir a combustdo apenas da matéria organica, é possivel que
perdas de outros elementos do solo ocorra, como agua presente nos argilominerais e
carbono inorganico. Sendo a regido de coleta das amostras uma regido com alta
concentragédo de cavernas do tipo carstico, o ataque do solo com HCI 10% (v v foi
realizado com o intuito de identificar as amostras com grande teor de CaCOg, a partir
da presenca de efervescéncia. As amostras P5, P8, P12, P14 e P15 apresentaram
efervescéncia. No entanto, quando avaliados os resultados destas amostras em
relagdo as demais, a variagao do conjunto das amostras foi pouco acentuada (desvio
padrao relativo de 19,45%) e préxima a variagao do conjunto quando as amostras que
apresentaram efervescéncia foram desconsideradas (desvio padrdo relativo de
19,37%), evidenciando que as perdas de carbono inorganico n&o foram significativas

nas estimativas das amostras estudas.

4.5.5 Carbono Organico Dissolvido

A matéria organica dissolvida do solo é operacionalmente definida como a
fragao que passa por filtros de 0,4 a 0,6 pm. A coleta realizada com lisimetros amostra
seletivamente apenas a fracdo da matéria orgénica dissolvida presente em
macroporos. Por sua vez, como no processo de obtengdo da matéria organica
dissolvida extraivel em agua ou em uma solugéo salina fraca ocorre por agitagdo do
solo com a solugéo, a matéria organica dissolvida presente em micro e mesoporos
também é amostrada. Assim sendo, a matéria organica extraivel em agua ou solugéo
salina costuma apresentar valores mais altos que aquela extraida por meio de
lisimetros (ZSOLNAY, 2003).

Neste estudo, a matéria orgéanica dissolvida do solo € importante pois &€ capaz
de aumentar solubilidade e diminuir a volatilizagdo de contaminantes organicos (DEB;
SHUKLA, 2011), influenciando no processo de degradagdo dos mesmo.

O carbono organico dissolvido foi obtido a partir dos resultados de carbono
organico total nos extratos (0,5 K2SO4) nao fumigados no método para determinagéo
da Biomassa Microbiana do Solo (JONES; WILLETT, 2006).
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4.5.6 Analises fisicas
4.5.6.1 Potencial hidrogenidnico e condutividade elétrica do solo

O potencial hidrogeniénico (pH) do solo é um dos principais fatores na
especiagao redox do arsénio, sendo fundamental para a capacidade de adsor¢ao para
As(lll) e As(V), visto que o aumento do pH aumenta a disponibilidade de As(V) e
diminui a do As(lll). A oxidagdo de As(lll) ja foi demonstrada como sendo mais lenta
na faixa de pH ligeiramente acida, ao redor de 5 (EARY; SCHRAMKE, 1990).

O pH das amostras foi obtido de acordo com protocolo EMBRAPA (1997),
utilizando a solugdo de KCI 1 mol L' (relagdo 1:2,5), para evitar possiveis
interferéncias quanto a salinidade do solo (VASCONCELOQOS, 1986) ou conteudo de
matéria organica (PLIESKI et al., 2004) nos valores obtidos.

Foram pesados 10 g de cada amostra de solo (terra fina seca ao ar, TFSA) e
depositados em tubo de centrifuga de 50 mL, sendo acrescido de 25 mL da solugao
de KCI. Ap6s 15 minutos de agitagao constante, a mistura foi deixada em repouso por
30 minutos e, em seguida, a leitura do pH do sobrenadante foi realizada, utilizando
medidor de pH devidamente calibrado.

A leitura da condutividade elétrica da solugado do solo foi realizada na mistura
do solo TFSA com agua deionizada na relagéo 1:5, apds 12 horas da homogeinizagéo,

com condutivimetro previamente calibrado (EMBRAPA, 1997).

4.5.6.2 Textura do solo

A classificacdo do solo quanto a sua textura fornece uma analise qualitativa,
muito utilizada para a sua caracterizagdo. A textura do solo tem grande influéncia na
retencdo de arsénio, sendo os solos argilosos e siltosos aqueles que apresentam
maior superficie de adsor¢ao e, consequentemente, maior capacidade adsortiva do
elemento (CHEN et al., 1999). Por este motivo, a concentragao téxica de arsénio total
no solo para plantas depende da textura do solo, sendo maior para solos argilosos
(200 mg kg') que arenosos (40 mg kg') (SHEPPARD, 1992).

A separacdo das fragbes do solo foi realizada segundo o método da pipeta
descrito em EMBRAPA (1997). Inicialmente, os solos que apresentaram teor de
matéria organica maior que 5% (m m™) ou apresentaram efervescéncia quando

atacados com HCI 10% (v v') foram tratados com H.O, e HCI, respectivamente,
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sendo, em seguida, lavados com agua deionizada em papel de filtro qualitativo, para
quebrar agregados que pudessem dificultar o processo de dispersdo, conforme
recomendado no método. Foram pesados 20 g de solo seco em estufa para cada
amostra, sendo adicionados 10 mL de NaOH 1 mol L' e 100 mL de agua e, apos
homogeinizacdo, foram deixados em descanso por 12 horas. O conteudo, acrescido
de 300 mL de agua deionizada, foi submetido a agitagdo magnética por 15 minutos.
O conteudo foi entdo passado através de peneira de malha 0,053 mm, sendo o
material lavado recolhido em uma proveta de 1000 mL. Foi assegurado que o volume
final da mistura fosse 1000 mL. Apds a homogeinizagao da mistura, a temperatura foi
aferida para o calculo do tempo de sedimentacdo da fragéo silte, segundo a Lei de
Stokes. Passado o periodo calculado, 50 mL da mistura foi retirada com o auxilio de
uma pipeta volumétrica posicionada na profundidade de 5 cm, sendo o volume
transferido a um frasco de tara conhecida e levado a estufa até completa secagem. O
conteudo retido na peneira, correspondente a fracdo areia, também foi seco em
estufa. O mesmo processo foi repetido para uma prova em branco. Apos a secagem,
os conteudos correspondentes as fragdes argila e areia foram deixados esfriar até
temperatura ambiente em um dessecador, sendo pesados para o calculo da
porcentagem destas fragbes. A porcentagem da fragdo silte foi calculada por
diferenca.

Os solos foram classificados segundo o Sistema Brasileiro de Classificagdo de
Solos (SiBCS), e plotados em um triangulo textural (Figura 4) com auxilio do pacote
soiltexture disponivel na linguagem R (MOEYS, 2014).

4.6 Contaminagao com hidrocarbonetos do petréleo
4.6.1 Esterilizacao dos frascos para contaminacao

Os frascos lavados com detergente foram submetidos a banho com hipoclorito
de sodio e enxague com agua deionizada. Apos este procedimento, os frascos foram
deixados em banho acido com HCI 20% (v v') por 4 horas, depois enxaguados sete
vezes com agua deionizada e trés vezes com agua ultrapura, sendo secos fechados
em estufa por 24 horas. Uma vez secos, os frascos foram abertos em capela de fluxo
laminar previamente esterilizada - alcool 70% (v v'') e banho UV por 15 minutos - e
submetidos a irradiagao UV por 15 min.
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4.6.2 Testes preliminares

Duas concentragées (30 e 500 mg kg'') dos dois contaminantes de interesse
neste estudo (gasolina e diesel) e o tempo de exposi¢do no solo (7 e 21 dias),
necessarios para que ocorresse a mobilizagdo do arsénio, foram testados. Ainda, a
influéncia da adigdo de ureia 0,01% (presenca/auséncia) nas amostras também foi
avaliada.

Para realizacao deste teste, trés solos foram testados, sendo as caracteristicas

fisico-quimicas apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Atributos dos solos usados no teste preliminar

%areia %silte %argila CcoT
P7 25,95 53,5 20,55 8,35
P12 52,6 34,09 13,31 3,36
P20 21,75 54,99 17,26 4,06

Cada solo foi dividido em aliquotas de 200 g e armazenados em frascos de
polietileno de 500 mL fechados, sendo cada aliquota destinada a um tratamento (eg.
Contaminante gasolina 30 mg kg™' com presenga de ureia), conforme observado na
Figura 6. Os frascos foram mantidos no escuro, contendo um tubo com &agua
deionizada, para manuteng¢ao da umidade, e uma amostra de 10 g de solo foi coletada
apos os periodos de 7 e 21 dias. O teor de arsénio foi extraido segundo procedimento
baseado no método de GONZAGA et al. (2012), em que a relagdo de solo: agua
deionizada utilizados foi 1:10, o tempo de agitagdo 16 horas e centrifugacéo de 3500

rpm por 15 minutos.

Figura 6. Representacédo esquematica do teste preliminar.

Controle Gasolina Diesel
30 500 30 500
mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg
x Q Q “F ii
7 7 N7 ~3
O; 21 O 21 O 21 ® 21 O 21
Uréia .
@ ! 7 7 7 7
2 ® 21 ® 21 ® 21 @ 21

Fonte: Elaborado para este estudo.



41

4.6.3 Tratamentos

A partir dos dados obtidos nos teste preliminares para determinacdo da
concentragéo e do tempo de contaminacgao, foi adicionada uma concentragédo de 500
mg de gasolina ou de diesel por kg de solo para cada amostra (n = 25), visando-se, desta
forma, abranger toda a fracdo de hidrocarbonetos do petrdleo, desde de mais baixo
peso molecular (gasolina) até os com mais alto (diesel).

Amostras de um litro de gasolina e de diesel comum foram adquiridas no posto
Shell localizado na cidade de Rio Claro, em no maximo 24 horas antes de cada
procedimento contaminagdo. Os contaminantes foram armazenados em frascos
limpos de polietileno e, imediatamente apos a compra, foram levados ao Centro de
Estudos Ambientais (UNESP, Rio Claro — SP) e foram filtradas com auxilio de bomba
a vacuo, para remogao de impurezas e micro-organismos, sendo entdo armazenadas
em frascos de vidros vedados, no escuro, até que o processo de contaminagao das
amostras fosse finalizado.

As contaminagbes foram realizadas nas amostras armazenadas no freezer
(- 20 °C), segundo recomendado na ISO 18400-206 (ISO, 2018), para coleta e
armazenamento de amostras de solos aerdbicos para preservagao da microbiota.
Apds descongeladas, as amostras foram passadas em peneiras de nylon (<2 mm).
Com intuito de evitar contaminagdo entre as amostras, o primeiro centimetro de solo
peneirados foi descartado.

Cada amostra (n=25) foi dividida em trés aliquotas (700 g cada), cada uma,
correspondendo a um dos tratamentos (controle, contaminado - gasolina e
contaminado - diesel), e colocadas em frascos de polipropileno, previamente
descontaminados (Figura 7). Um tubo de centrifuga de 15 mL com agua ultrapura foi
inserido no interior do frasco para que as condicbes de umidade no interior dos
microcosmos fossem mantidas, por meio de equilibrio, ao longo de todo o periodo de
incubacdo. Previamente a contaminacdo, as amostras permaneceram em
temperatura ambiente, em pré-incubacao no escuro por um periodo de 7 dias antes do
inicio dos testes.

Com o intuito de garantir o suprimento de nutrientes para o adequado
crescimento microbiano, foi adicionada ureia aos trés tratamentos das amostras para
uma concentragdo final de 0,01% (m v'). Para se garantir as condigdes para um

maximo desenvolvimento da microbiota é necessaria a presenga dos elementos C, N
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e P, numa proporcao de 100000:1000:1. A adicido de P foi evitada dada a semelhanca
do ion fosfato com os arsenatos, podendo ocorrer uma liberagao de arsénio dos sitios
ligantes na fase soélida do solo devido a competigdo com o fosfato.

Apoés o periodo de estabilizagdo, foi realizada a contaminagdo das amostras,
para uma concentragédo de 500 mg kg™'. As amostras foram mantidas no escuro por 21
dias, sendo homogeneizadas duas vezes por semana, baseado no método descrito
por (HESNAWI; ADBEIB, 2013).

Figura 7. Frascos com as amostras de solo dos trés tratamentos (controle, contaminada - gasolina
e contaminada - diesel).

Fonte: Elaborado para este estudo.

Aliquotas de 45 g de cada tratamento de cada amostra foram coletadas, em
triplicata, para a obtencao do extrato de saturagdo do solo. Para cada replicata, foi
adicionado o volume maximo de agua ultrapura para saturagdo do solo. O extrato de
saturacgao coletado foi forgado através de cartuchos artesanais, conforme descrito no
item 4.6.4, para a realizagao da especiacédo redox do arsénio.

4.6.4 Especiacao de arsénio extraivel em agua

A especiacado redox de arsénio foi realizada nos extratos de saturacéo
coletados para cada amostra. Proposto inicialmente por RICHARDS (1954, pagina
84), o método da pasta de saturagdo do solo consiste na adi¢do cautelosa do volume

maximo de agua a uma massa de solo, para promover a saturagéo, até a obtengao
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de uma pasta brilhante, que deslize da espatula. Este método baseia-se na premissa
de que a concentracido do analito adsorvida a fase solida e a dissolvida permanecerao
em equilibrio quimico, desde que a separagdo em duas fases, ou seja, formagéo de
uma fase liquida, ndo ocorra. Este método € muito utilizado em estudos de solos
sujeitos a contaminagdo, sendo um meétodo de referéncia, principalmente para a
calibragdo de outros métodos. No entanto, este apresenta alguns pontos negativos,
como a destruigdo das amostras e extragao lenta (MEERS et al., 2006), sendo apenas
a concentragao de arsénio extraivel em agua, ou fracdo soluvel, amostrada. Neste
trabalho, este método foi adotado para facilitar a comparagdo com as demais técnicas
empregadas (i.e. DGT) e para que a fragado soluvel do arsénio fosse 0 mais proxima
da obtida nas condi¢des in situ, apesar do teor de arsénio no extrato de saturagao do
solo ser menor que o obtido para o arsénio extraivel em agua em métodos que
envolvem agitagéo (SZAKOVA et al., 2009).

A pasta formada foi mantida em uma bandeja vedada e com um frasco
contendo agua em seu interior, para evitar evaporagdes, sendo deixada em repouso
por 24 horas. Depois deste periodo, a pasta foi transferida para tubos de centrifuga
de 15 mL e centrifugada a 2000 rpm por 10 minutos e, em seguida, a 4000 rpm por
20 minutos.

Ap0s a centrifugagéo da pasta de saturagéo, o sobrenadante foi forgado atraves
de cartuchos artesanais confeccionados conforme descrito por (MORENO-JIME et al.,
2013). Os cartuchos foram montados no laboratério a partir da insergéo de 0,40 g da
resina de troca anidnica Dowex 1-x8 em uma ponteira de 1 mL, entre duas camadas
de 14 de vidro, sendo todo o conteudo posicionado em uma ponteira de 5 mL
(Figura 8). Previamente ao uso, os cartuchos foram condicionados com 2 mL de CaClz
0,002 mmol L', Todo o volume do extrato de saturacdo obtido apds a centrifugagéo
(em meédia, 3 mL) foi a adicionado ao cartucho, sendo forcado a uma presséo
constante, com o auxilio de uma micropipeta de 5 mL. Com este procedimento, visa-se
que o As(V) presente na solugéo seja retido pela resina, enquanto o As(lll) passe
livremente pelo cartucho e seja coletado em um tubo de centrifuga de 15 mL. Em
seguida, o As(V) retido na resina foi eluido com solugéo de 4 mL de NaCl 0,2 mol L.
As amostras foram acidificadas com HCI para uma concentragéo final de 1,2 mol L™,
para preservagao do analito até a quantificagao.
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chos artesanais para a especiacao redox de arsénio.
: - i e

Figura 8. Cartu

4.7 Difusao em filmes finos por gradiente de concentragao

A técnica difusdao em filmes finos por gradiente de concentragdo (DGT, do
inglés diffusive gradientes in thin films) foi inicialmente empregada para a amostragem
passiva de metais em aguas, a partir do acumulo constante de formas labeis em um
ligante, por meio da imersdao de um dispositivo em sistemas aquaticos (DAVISON;
ZHANG, 1994). No entanto, em poucos anos, suas possibilidades de uso foram
ampliadas, sendo que sua aplicabilidade se estende para diversos meios e objetivos,
desde que observadas algumas condi¢gbes (HARPER. et al., 1998).

A DGT ja foi utilizada para especiagdo de diversos metais e semimetais
(ROLISOLA et al., 2014; TAFURT-CARDONA et al., 2015), para pré-concentrar a
forma labil de metais que se encontram em niveis de tragos e ultra tragos em agua de
rio (OSTERLUND et al., 2010) e em agua do mar (PANTHER et al., 2014),
fracionamento de metais inorgénicos e complexados com moléculas orgéanicas
(LUCAS et al., 2014), biodisponibilidade de metais em solo (LUCAS et al., 2014) e
vem sendo aprimorada para sua utilizagdo em agua subterranea (LUCAS et al., 2014).

Técnicas tradicionais de extracdo de elementos abrangem as concentragdes
totais de analitos extraiveis, 0 que geralmente inclui algumas fragdes biologicamente
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indisponiveis de espécies organicas inertes e grandes coldides (DIVIS et al., 2005; LI
et al., 2019). Na técnica DGT, apenas a fragcédo labil de um elemento € amostrada
(DAVISON; ZHANG, 2012). A técnica DGT foi reportada como sendo a técnica mais
adequada para estimar a fracado biodisponivel de arsénio em solos, utilizando a tecidos
vegetais de uva como modelo biolégico (WANG et al., 2014).

4.7.1 Fundamentos da DGT

A técnica difusdo em filmes finos por gradientes de concentragéo se baseia na
imersdao de um dispositivo contendo duas fases distintas em um sistema aquatico.
Neste dispositivo, ocorre o transporte de ions em dire¢do a um ligante pelo qual tém
afinidade e em que serdo acumulados. O ponto central da técnica esta no uso de
uma camada difusiva responsavel por garantir que o transporte de ions em diregéao
ao ligante ocorra exclusivamente por difusdo molecular, pois, desta forma, € possivel
utilizar a 12 Lei de Fick para os calculos da concentragao da solugéo.

Para que os ions cheguem ao ligante, estes precisam atravessar a camada
difusiva - de espessura (Ag, em cm) e area (A, em cm?) conhecidas - que os separa,
a uma taxa caracteristica para cada ion, denominada coeficiente de difuséo (D, em
cm? s1), que deve ser semelhante ao transporte dos mesmos na agua. Assim,
conhecendo-se a massa do ion (M, em ng) acumulada no agente ligante, o tempo de
imersdo e o coeficiente de difusdo, pode-se determinar a concentragdo do ion em

solugdo (Cs, em ngmL™").

Sendo o fluxo de ions (F):

F =D Cs Ag™ (equacgéo 2)

Ainda, o fluxo pode ser determinado em funcdo da massa de ions que

atravessam a area do gel em um intervalo de tempo (t, em segundos):

F=M(A t)"I (equacéo 3)

A partir das duas equacgdes descritas acima, determina-se a concentragao do
analito na solucéo:
Cs=MAg (DtA)"' (equagio 4)
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A massa do ion acumulado no agente ligante é obtida, através da eluigdo do
ligante e subsequente determinagdo da concentragéo do eluido (Ce, ng mL") por uma
técnica analitica apropriada. Neste trabalho, foi utilizada a HG-AFS.

A partir do valor da massa do ion retido pelo agente ligante, obtém-se a

concentragéo dos ions em solugéo (Cs) utilizando-se a equagéo 4.

4.7.2 Dinamica de reposi¢ao

Para o estudo da mobilidade de metais em solo HARPER et al. (1998)
propuseram o modelo denominado DIFS (DGT Induced Fluxes in Soils), baseado no
conceito de que a imersao de dispositivos DGT gera um fluxo de ions da fase soélida
para a aquosa no solo.

Os ions presentes na agua intersticial sdo removidos quando dispositivos DGT
sdo imersos em um local, sendo em seguida repostos pela fase sélida do solo, para
que o equilibrio seja mantido. O fluxo gerado pela diferenga de concentragéo pode ser
parcial ou maximo. Assim sendo, este fluxo de ions poderia ocorrer de maneira
diferente em diferentes situacdes.

Na primeira delas, quando a reposi¢cao de ions da fase sdlida para solugéo é
rapida e ocorre a uma taxa constante, pode-se determinar a concentracdo dos ions
através da equacdo 3, a partir da massa retida no agente ligante da DGT. Esta
situacao é conhecida como Suprimento Total ou Constante dos ions dafase sélida para
a solugao.

Quando néo ocorre fluxo continuo da fase solida para a agua intersticial, a
concentragio obtida por DGT costuma cair com o0 avango no periodo de imersao, pois
a concentragao do metal na interface sedimento-DGT tende a diminuir. Neste caso, a
concentracgdo inicial é calculada a partir da massa acumulada na resina do DGT. Esta
situacdo é denominada Sem Reposicao de ions a partir da fase sdlida.

O fluxo de ions determinado pela DGT pode ainda ser préximo aquele
encontrado in situ, semelhante ao fluxo maximo. No entanto, a reposi¢cao de ions para
a fase aquosa ocorre parcialmente, ndo sendo suficiente para manter a concentracao
inicial constante.

Nos trés casos, o perfil do fluxo de ions pode ser identificado pela comparacéo
das concentragdes dos ions na solugéo do solo obtidas pela técnica DGT e a fragao
trocavel do elemento obtido por métodos convencionais. Quando a concentragao da



47

solugéo obtida pela DGT é igual a concentragdo da solugdo obtida por outra técnica,
entdo a concentracdo dos ions na solugdo do solo € mantida por uma completa
reposi¢cao dos mesmos a partir da fase solida. Por outro lado, quando a concentragéo
dada pela DGT € menor, a reposi¢cao de ions € parcial e, em casos em que esta
concentragdo equivale a menos de 10% do valor obtido por outras técnicas, a
reposicao dos ions ndo ocorre e a concentragdo dos mesmos decresce (ZHANG et
al., 1998).

O conteudo de arsénio obtido a partir do extrato de saturagao do solo refere-se
a concentracdo imediatamente disponivel no solo, mas nao prové nenhuma
informagdo sobre a dinamica de reposi¢cdo do analito da fase solida para a agua
intersticial do solo. Para a avaliacdo da possibilidade de hidrocarbonetos de petréleo
alterarem esta dindmica de reposicdo, amostras de solo também foram avaliadas a

partir da técnica Difusdo em Filmes Finos por Gradiente de Concentracao

4.7.3 Montagem dos dispositivos

Foi utilizado o filtro de acetato de celulose comercializado na forma de discos
de 2,5 cmde diametro, porosidade de 0,45 um e espessura variando entre 115-145 um.

Estes discos foram descontaminados a partir da imersdo em solugdo de HNOs
10% (v v- ') por 12 h, sendo entéo lavados com agua ultrapura até que o pH da solugéo
de lavagem alcangasse pH maior que 5. Os discos descontaminados foram
armazenados, em geladeira, em recipientes fechados contendo agua ultrapura.

Como camada difusiva e camada ligante, foram utilizadas discos de
poliacrilamida 1,5% (m v') e ferrihidrita imobilizada em poliacrilamida 3% (m v)
respectivamente, comercializadas em formato de fitas de aproximadamente 10x30 cm
(DGTResearch, Reino Unido), sendo os discos cortados em laboratorio, em capela de
fluxo laminar, e armazenados em solugdo de NaCl 0,03 mol L' (discos difusivos) ou em
agua ultrapura (camada ligante). Os dispositivos de polipropileno foram obtidos na
DGTResearch.

As montagens dos dispositivos foram realizadas com material descontaminado
e em capela de fluxo laminar. Sobre o pistdo de polipropileno foi adicionado, na
seguinte ordem: um disco de ferridrita, um disco de poliarilamida 1,5% (m/v) e um

disco de filtro de acetato de celulose (Figura 9).
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Figura 9. Dispositivos DGT montados.

Fonte: Elaborado para este estudo.

4.7.4 Imersao dos dispositivos

Aliquotas de 50 g de solo foram transferidas para placas de petri plasticas e
hidratadas até a saturagdo. As placas com as amostras foram colocadas em uma
bandeja plastica contendo um frasco com agua, sendo vedadas, para evitar perda de
umidade. Previamente a imersdo, as amostras saturadas com aguas ficaram em
repouso por um periodo de 24 horas para permitir que ocorresse o equilibrio de ions
entre a solugao e a fase solida. Apds este periodo, os dispositivos DGT foram imersos
nas amostras posicionando o suporte com a abertura da janela virada para a pasta de
solo, por um periodo de 48 horas. Para cada amostra, foram coletadas aliquotas do
extrato de saturacdo dos solos, sendo estes transferidas para tubos de centrifuga de
15 mL e sendo submetidas a centrifugagao (10 min a 2000 rpm e 20 min a 4000 rpm)
e acidificacdo com HCI.

4.7.5 Eluicéo

ApOs a imerséo, os dispositivos foram retirados, lavados com agua ultrapura e
desmontados em capela de fluxo laminar, sendo os discos de ferrihidrita transferidos
para tubos de polipropileno de 15 mL, para serem eluidos, com 2 mL de HCI 1,2

mol L™ 1.

4.7.6 Calculos

A DBL (do inglés, Diffusive boundary layer) & descrita como uma camada virtual

formada entre a solugcdo e a camada difusiva, em que o transporte de ions também
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ocorre exclusivamente por difusdo, gerando uma incerteza quanto a espessura da
camada difusiva, o que pode levar a erros na determinagao da concentragao do metal.
Em solugdes com fluxo continuo, a DBL é negligenciavel, desde que se respeite uma
espessura otima (0,8 mm) da camada difusiva. No entanto, em amostras quiescentes,
contornar o efeito da DBL € imprescindivel, podendo-se aumentar a espessura da
camada difusiva, para que o efeito da DBL se torne proporcionalmente desprezivel,
ou estimar a espessura da DBL, para a correcédo nos calculos. No presente estudo, o
valor da DBL foi assumido como 0,39 mm, sendo acrescido a espessura da camada
difusiva para cada amostra (DAVISON; ZHANG, 2012; LUCAS et al., 2014).

O coeficiente de difusdo adotado foi de 6,6 x 10 cm? s, valor obtido a partir
da média de coeficientes de difusdo aparentes reportados para As(V) e As(lll) na
literatura em estudos em que ferrihidrita e poliacrilamida foram utilizados como agente
ligantes e difusivos, respectivamente (OSTERLUND et al., 2010; LUO et al., 2010;
MORENO-JIME et al., 2013; PANTHER et al., 2014).

4.8 Biodegradacao

4.8.1 Esterilizagdo das amostras para a caracterizagdo microbiologica

Os frascos utilizados para a incubacao dos solos foram previamente lavados
com agua de torneira e detergente, seguido de banho em hipoclorito de sodio 2% (v v°
) e enxague com agua deionizada por cinco vezes. Em seguida, os frascos foram
secos através da ventilagdo em capela fluxo laminar previamente esterilizada (Alcool
etilico 70% e banho de luz UV por 15 minutos) e submetidos a banho de luz UV por

15 minutos.

4 .8.2 Qualidade do solo

Segundo PARR et al. (1992), um solo saudavel funciona similarmente ao um
tampao em relagéo a nutrientes e contaminante através dos mecanismos de adsorgéo
e dessorgao a argilominerais e matéria orgénica. Para o estudo da saude do solo,
micro-organismos apresentam atributos que os colocam como uma importante
ferramenta para este aspecto, visto que respondem rapidamente a variagdes no meio

e fornecem uma avaliagdo complexa da saude do solo, de forma que parametros
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quimicos e fisicos ndo sdo capazes de fornecer (PANKHURST et al., 1995).

4 .8.2.1 Quociente metabdlico do solo

A qualidade das amostras de solo para sustentar a microbiota foi obtida a partir
do quociente metabdlico do solo (qCOz2) (SILVA et al., 2007), calculado a partir da
razao entre a Respiracdo Basal do Solo (RBS) e a Biomassa Microbiana do Solo (BMS),
realizados segundo procedimento descrito em EMBRAPA (1997). Tanto a RBS quanto
a BMS foram determinadas imediatamente ap6s a chegada das amostras no
laboratério nas aliquotas coletadas e transportadas em caixa de isopor (referéncia),
para se minimizar as alteragdes sofridas na comunidade microbiolégica devida as
mudancas nas condicbes de temperatura e umidade durante o transporte e
armazenamento das amostras. Os dois testes foram realizados em duplicata para

cada amostra de solo.

4.3.2.2 Respiragédo Basal do Solo

A Respiragéo Basal do Solo (RBS) foi determinada a partir da incubagao de um
frasco contendo amostras de solo (20 g) juntamente com um frasco contendo NaOH
(10 mL, 1 mol L"). Os dois frascos foram incubados em um recipiente hermeticamente
fechado de 1,7 L, por um periodo de 8 a 10 dias, no escuro. De acordo com o
recomendado no método, a umidade das amostras foi ajustada para
aproximadamente 60% da umidade na capacidade de campo. Apds esse periodo, 0
NaOH foi retirado da incubacgéo, sendo o contetido trapeado de CO: precipitado com
BaClz e o consumo de NaOH determinado a partir de titulagdo de neutralizagdo com
HCI (0,5 mol L"). O calculo da quantidade de CO2 produzida é realizado a partir do
volume de HCI consumido na titulagdo e apds ser descontado o volume de HCI

consumido nos brancos.
4 8.2.3 Biomassa Microbiana do Solo

A Biomassa Microbiana do Solo (BMS) foi obtida a partir da determinagdo do
carbono organico total (COT) em extratos (K2SO4 0,5 mol L-') de amostras de solo
fumigadas com cloroférmio isento de etanol e dos extratos das mesmas amostras n&o

fumigadas. A determinagao do COT foi realizada a partir da oxidagdo com dicromato
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de potassio em meio fortemente acido em sistema de refluxo (Figura 10), sendo o
consumo de dicromato de potassio determinado a partir da titulagdo com sulfato de
ferro e amoénia. O calculo do BMS (mg de C kg de solo™) foi realizado pela diferenca

do COT determinado nas amostras fumigadas e ndo fumigadas.

Figura 10. Estrutura para oxidagéo em sistema de refluxo.
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Fonte: Elaborado para este estudo.

4.8.3 Umidade gravimétrica

A determinacéo do teor de umidade das amostras de solo foi realizada segundo
protocolo descrito em EMBRAPA (1997). Desta forma, apds a chegada em laboratorio,
aliquotas de aproximadamente 10 g das amostras, armazenadas em sacos plasticos
vedados, foram transferidas para placas petri de vidro e levadas a estufa a 105 °C por
24 horas. Apos este periodo, as amostras foram transferidas para dessecadores até

o resfriamento e foram novamente pesadas, sendo a umidade gravimétrica calculada
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a partir da diferenga entre o peso umido e seco das amostras sobre o peso da amostra
umida.

Shewfelt et al. (2005) estudaram a influéncia da umidade relativa a capacidade
de campo do solo na eficiéncia da biodegradagcédo de hidrocarbonetos do petréleo
totais. Para a umidade na faixa de 18 a 25% (50% a capacidade de campo), em um
periodo de 30 dias, foi observada uma reducao de 75 a 88% dos hidrocarbonetos do
petroleo totais, quando realizada adi¢do de fonte adicional de carbono e nitrogénio.

Neste trabalho, as incubagdes foram realizadas com as amostras em

aproximadamente 60% sua capacidade de campo.

4.8.4 Temperatura

A temperatura tem efeito tanto na solubilidade do contaminante quanto
diretamente no processo de biodegradagcdo. Comunidades de micro-organismos
estabelecidas em diferentes estacdes do ano estdo sujeitas a diferentes respostas a
contaminacao por hidrocarbonetos, dependendo da temperatura a que estdo
submetidas (RONALD, 1981).

As incubagbes foram realizadas em uma sala com temperatura monitorada
(26 £ 2 °C), no escuro.

4.8.5 Monitoramento da biodegradagéao

4.8.5.1 Respira¢do Basal do Solo

A determinagdo da produgcédo de CO: do solo foi realizada antes (t=0) e
imediatamente apos o periodo de incubagao (t=21), segundo o método descrito no
item 4.3.2.2. A dindmica de degradagédo da matéria organica foi calculada segundo o
modelo exponencial simples (Equagéao 5), adotado por sua simplicidade e por ser
amplamente empregado para estimar a degradagdo da matéria organica ou
contaminantes orgénicos, tendo sido reportado como o modelo mais adequado para
estimar a dindmica de decomposigdo de composto organicos néo recalcintrantes, a
curto prazo (ZHOU et al., 2017).
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RBSt = RBSi ekt (Equacéao 5)

Onde RBSt € a RBS no tempo' t
RBSi € a RBS inicial, antes da contaminacgéo.
k € a constante de decaimento da matéria organica
t € o tempo, em dias
A constante de decaimento da matéria orgénica foi calculada, segundo
proposto por ZHOU et al. (2017), conforme a Equagéao 6:

k =1In (RBSi) JtRBSf (Equagéo 6)

RBS

Os célculos foram realizados a partir dos valores de mg C-CO; kg™' solo dia™,
obtidos para t=0 e t=29 (considerando os 8 dias de incubagao do teste). O tempo de
adaptacdo dos microrganismos as mudangas de condigdes (e.g. introducdo de um
contaminante no meio) antes de comegar o processo de biodegradacdo, conhecido
como lag phase, foi assumido como nove dias.

Foi assumido que, para cada dois moles de carbono produzidos no processo
de biodegradag&o, um mol é incorporado a biomassa microbiana e apenas um mol
sofre liberagc&o sob a forma de CO-, segundo sugerido por Trindade (2005), com base
no metabolismo aerdbio dos micro-organismos heteroétrofos do solo. Esta premissa é
valida tanto para a degradacgao do carbono introduzidos pela contaminagdo quanto
para carbono da matéria organica do solo. Desta forma, o carbono total biodegradado
(CTB) foi calculado como duas vezes o carbono determinado a partir do CO2 ao longo
do periodo de 21 dias. O CTB para os tratamentos gasolina e diesel foi calculado
descontando-se o CTB da matéria organica natural do solo no tratamento controle. A
eficiéncia da biodegradacgao (EB), foi calculada segundo a equacgéo 7:

EB= CTBx100 (Equacéao 7)
C

Sendo C= carbono total na amostra calculado a partir da somatéria do carbono
adicionado pelos contaminantes e o carbono adicionado na uréia. O carbono organico
total foi assumido como 85% para os contaminantes e 20% para a uréia.
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4.8.5.2 Potencial hidrogenidnico

O pH €& um atributo do solo que determinara quais populagdes de
microorganismos estardo ativas no processo de degradagao. A biodegradagao de
hidrocarbonetos do petrdleo sera mais rapida na faixa de pH do solo entre 6,5 e 8,0
(Gallego et al, 2001).

4.8.6 Biologia Molecular

As amostras destinadas ao estudo de expressao génica foram processadas no
Centro de Biologia Médica da Queen’s University Belfast, Reino Unido no inicio de
janeiro de 2019, sendo imediatamente processadas ap6s a chegada.

Todos os materiais e solugbes ndo estéreis utilizados foram previamente
autoclavados e as bancadas de trabalho esterilizadas com uso de alcool etilico 70%
(v v'). Todos os procedimentos foram realizados préximos a chama do Bico de

Bunsen, para evitar contaminag&o microbiologica.

4.8.6.1 Preparo de reagentes

Tampéo de corrida (Loading buffer) (6X)

Durante o carregamento das amostras no gel de agarose para a eletroforese,
foi feita a adicdo do tampéo de corrida para facilitar no monitoramento visual da
separagao das bandas durante a corrida do gel e também para facilitar a deposi¢ao e
precipitagdo das amostras para o fundo dos pogos do gel, através da presencga do
glicerol.

Foram adicionadas 25 mg de azul de bromofenol a 6,7 mL agua deionizada,
seguida de homogeneizagado. A adi¢gao de 25 mg de xileno cianol FF foi realizada a
solugdo, seguida de homogeneizagéo, e adigdo de 3,3 mL de glicerol. O volume total
foi divido em aliquotas de 1,5 mL mantidas envoltas por papel aluminio refrigeradas a
- 20 °C.
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Tampao Tris-acetato-EDTA (50X)

Durante o preparo do gel como durante a corrida do gel na eletroforese foi
utilizado o tampao Tris-acetato-EDTA (TAE) diluido para a concentragéo de 1x, para
facilitar a separacgao dos acidos nucleicos. O preparo foi realizado a partir da pesagem
e adicao de 242 g de 2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol em agua, seguida da
adicdo de uma 51,7 mL de acido acético glacial e 100 mL solugcdo de Na; EDTA 0,5
mol L' com pH previamente ajustado para 8,0. O volume foi entdo ajustado para 1000

mL.

Gel para eletroforese

A corrida das amostras foi realizada em gel de agarose 1%, com a adigéo de
brometo de etideo, corante fluorescente que se intercala entre as bandas de DNA,
permitindo sua visualizagdo. Foram adicionados 1,0 g de agarose (para Biologia
Molecular) uma solugédo contendo 98 mL de agua deionizada, e 2 mL tampao Tris-
acetato-EDTA (TAE). A mistura foi aquecida em micro-ondas por 30 segundos,
homogeneizada e novamente aquecida por 30 segundos. Apds o resfriamento, foi
realizada a adigdo de 2,5 uL de brometo de etidio 10 mg mL™". A solugéo foi entdo
despejada em um suporte para gel ja selado com fita adesiva e com o molde de pentes
para formag&o dos pogos de carregamento das amostras.

4.8.6.2 Extragdo do DNA das amostras de solo

O DNA contido em cada amostra foi extraido a partir da utilizacdo de Kit de
extragcdo para DNA em solos DNeasy PowerSoil (Qiagen, Alemanha), segundo o
protocolo recomendado pelo fabricante, com modificacbes. Todas as etapas foram
realizadas em temperatura ambiente, e com o uso de tubos estéreis e com as solugdes
(C1, C2, C3, C4, C5 e C6), fornecidos junto com o kit. Foram pesadas 0,25 g de cada
amostra de solo e adicionadas aos tubos com microesferas fornecidos (Figura 11),
para lise mecanica das células bacterianas, ja acrescidos de 60 pL da solugdo C1, e
homogeneizadas com vortex. Em seguida, as amostras foram imersas em um banho
com agua a 60 °C por 10 minutos e foram levadas ao disruptor de tecidos Qiagen

TissueLyser Il por trés ciclos de 3 minutos, com intervalos de 10 segundos. As
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amostras foram centrifugadas a 9449 rpm por 30 segundo. O supernatante,
aproximadamente 500 pL, foi transferido para um novo tubo estéril de 2 mL, acrescido
de 250 uL da solugédo C2, homogeneizado com vértex, incubado a 4 °C por 5 minutos,
e centrifugado a 9449 rpm por 1 minuto. Até 600 uL do supernatante foi transferido
para um novo tubo de 2 mL, acrescido de 200 uL da solugdo C3 e homogeneizado
com vortex. Uma nova etapa de incubacgao (4 °C por 5 minutos) e centrifugagao (9449
rom, 1 minuto) foi realizada. Até 750 pL do supernatante foi transferido para um novo
tubo de 2 mL, foi acrescido de 1200 pL da solugdo C4 e homogeneizado. As amostras
foram carregadas nas microcolunas (MB Spin Column, figura 5) para retengéo e
concentragdo do DNA e centrifugadas (9449 rpm, 1 minuto) em trés ciclos de 675 L,
até que toda a solucao fosse processada. As microcolunas foram lavadas com a
adigdo de 500 pL da solugdo C5 e centrifugagao (9449 rpm, 30 segundos). Os
residuos da solugao C5 foram removidos a partir de um novo ciclo de centrifugagao
(9449 rpm, 1 minuto). O DNA concentrado foi eluido, em um novo tubo estéril de 2
mL, com a adi¢ao de 50 pL da solugao C6 e centrifugagao (9449 rpm, 30 minutos). As
solugdes contendo o DNA extraido das amostras foram mantidas refrigeradas a -20
°C.

Figura 11. Extragdo de DNA. a) tubos contendo microesferas e solugéo para a
lise das células. b) sequéncia de tubos com as solugdes para a extragéo. c)
micro-colunas para a concentragdo de DNA.

Fonte: Elaborado para este estudo.

As concentragdes de acidos nucleicos de dupla-hélice extraida nas solugdes

estoque para cada amostra foram quantificadas com o uso do Fluorémetro Promega
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Quantus™ e as concentragdes de acidos nucleicos e razdes 230/260 (proteinas/ DNA)
e 260/280 (DNA/acidos humicos) foram quantificadas a partir do espectrofotémetro
ThermoFisher™ Nanodrop™.

4.8.6.3 Reacao em cadeia polimerase

Solugdes intermediarias de 20 ng uL-! foram preparadas a partir da diluigdo das
solugcdes com DNA extraido, para padronizacédo das concentragdes para a reacdo em
cadeia polimerase (do inglés, Polymerase chain reaction - PCR).

O preparo das amostras para a realizagao dos PCR seguiu o protocolo descrito
abaixo, alterando-se os primers (Quadro 1) de acordo com o gene alvo para
amplificagao.

1 uL da amostra de DNA, padronizado na concentragdo de DNA de 20 ng L
1 uL do primer direto e 1 yL do primer reverso

2,5 uL de desoxinucleotideos contendo um grupo trifosfato ou dNTP

0,2 yL da enzima Taq polimerase

18,3 pL de agua ultrapura

Para todos os PCR, um controle negativo foi preparado utilizando-se agua
ultrapura autoclavada no lugar da amostra. Para os genes marcadores de resisténcia
ou metabolismo de arsénio, foram utilizados os primers descritos no Quadro 1.

O preparo da solugao foi realizado em ambiente estéril e no gelo. O protocolo
de aquecimento utilizado foi 3 minutos 94 °C, 35 ciclos: 45 segundos 94 °C, 1 minuto
54 °C, 1 minuto 72 °C. 10 minutos 72 °C.

4.8.6.4 Eletroforese e captura das imagens

Ap0s realizado o PCR, os produtos foram corridos em gel de eletroforese, para
verificar a eficiéncia da amplificacdo. O gel de agarose foi carregado na cuba e o
tampao TAE 1X foi adicionado até o volume maximo. No primeiro e ultimo pogo foram
adicionados 5 yL do padrdo de corrida (ladder, 1kb). Para o carregamento das
amostras nos poc¢os, 5 yL de amostra foram acrescidos de 1 yL de tampao de
carregamento 6X. As condi¢des para a corrido do gel foram 100 mV por 50 minutos.
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Quadro 1. Principais parametros influentes na PCR para os genes funcionais para arsénio.

Genes Temperaturade  Tm Tamanho do
alvos Primers Funcéo Sequéncia do primer anelamento (°C)  (°C) am(gl;:;on Ref.
arsB AarsB1F resisténcia ao GTACACCACCAGRTACATNCC 54,9 -
AarsB1R arsénio GAACATCGTCTGGAAYGCNAC 5 560 T (FAHY et al., 2015)
acr3.1 Aacr1F GCGATGGCCAGCTCRAARTTRTT 57 (57 59,4
decrescido de
resisténcia ao 0,5°Cacada
. 7 =750 FAHY et al., 2015
Ascr2R arsénio GGCCTGATCGTNATGATGTAYCC cclopor 10 57,3 (FAHY etal, 2015)
ciclos, apds 52
°C por 30 ciclos)
acr3.2 dacr5F resisténcia ao CGGCCACGGCCAGYTCRAARAARTT 64,1
s 2 =7 FAHY et al., 201
dacr4R arsénio TGATCTGGGTCATGATCTTCCCVATGMTGVT > 63,5 %0 (FAHY et al. 2015)
arrAb ArrAUF1 GCWGCCCAYTCVGGNGT 60 60,3 852
ArrAUR3 TGTCAAGGHTGTACBDCHTGG 56,2
iraca DESOEUVRE et al., 2016
AS2F resplragao GGGGTGCGGTCYTTNARYTC . 85 e (DESOELIVRE et al, 2016)
AS1R GTCCCNATBASNTGGGANRARGCNMT 62,5
arsMm arsMF1 metilagdo do CGWCCGCCWGGCTTWAGYACCCG 61 65,2 <350
arsMR2 arsénio TCYCTCGGCTGCGGCAAYCCVAC 67,4 (JIAetal., 2013)
aoxB  aoxBMI-2F  ioao o CCACTTCTGCATCGTGGGNTGYGGNTA 52(35ciclos, 1 650  =1100
S min 10 s tempo (FAHY et al., 2015)
aoxBM2-1R arsenio GGAGTTGTAGGCGGGCCKRTTRTGDAT 63,6

de elongagéo)
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4.9 Parametros de Qualidade da Analise e Tratamento Estatistico
4.9.1 Geracéao de hidretos

A geracgao de hidretos € uma técnica empregada para elementos que podem
ser separados da solucdo e podem formar hidretos volateis, como As, Se e Bi, por
exemplo. Desta forma, quando acoplada a uma técnica analitica, como a AFS ou ICP
OES, observa-se um aumento da sensibilidade da analise e obtém-se uma reducao
de interferentes, o que se reflete no LD da analise.

A geracéo de hidretos (GH) reduz a fragao inorganica de arsénio a arsina (AsHs)
através da utilizacdo de uma solucdo redutora, comumente, NaBHs em meio acido
(HCI) (TAKASE et al., 2002), conforme a equagao abaixo:

NaBH4 + 3 H20O + HCI - H3BO3 + NaCl + 8H*
As® + 8H* - AsHs + H; (excesso)

O arsénio inorganico esta presente na fase condensada em dois estados de
oxidagao, como As(lll) e As(V). A velocidade de redugao destas espécies a arsina &
diferente, sendo que durante o intervalo de analise, isto resulta em uma diferente taxa
de reducédo entre o As(lll) (100% de reducédo) e As(V) (40 a 60% de redugéo)
(CAMPBELL, 1992). Para evitar que esta caracteristica interfira na qualidade dos
resultados, neste trabalho, optou-se pela adicdo offline de solugdo de tioureia as
amostras, ao branco da analise e aos padrdes da curva de calibragdo, no minimo duas
horas antes da analise, com o intuito de efetuar a pré-redugéo de As(V) a As(lll). A

concentracéo final de tioureia nas amostras antes da analise foi de 0,04 mol L.
4.9.2 Espectrometria de fluorescéncia atébmica

Para a analise de rotina em amostras ambientais, o atributo de ser
multielementar, com baixo consumo do volume de amostra e baixo limite de deteccéo
sdo os mais procurados em uma técnica analitica. Assim, a espectrometria de massas
tem preferéncia para a analise destas amostras. No entanto, um ponto negativo desta
técnica € seu alto custo operacional e a maior susceptibilidade a interferéncias
espectrais e de matriz.

Apesar de ser mono-elementar, a espectrometria de fluorescéncia atébmica

(AFS) se equipara a espectrometria de massas quando comparadas as sensibilidades
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e a extensdo da faixa de calibrago linear, de ug L™ a mg L' para ambas. A AFS tem
ainda vantagens sobre a espectrometria de massas, i.e. menor custo operacional e
menor influéncia de interferéncias de matriz, principalmente quando acoplada a
geragéao de hidreto (SANCHEZ-RODAS et al., 2010).

Na HG-AFS, as espécies volateis obtidas na geracéo de hidretos séo isoladas
em um separador gas-liquido e, em uma chama de argbnio e hidrogénio, sao
atomizadas e excitadas. Em outras palavras, os elétrons absorvem energia e passam
do estado fundamental para o excitado. Quando os elétrons retornam ao seu estado
fundamental, ocorre a emissao da energia absorvida na forma de fétons, dai o nome

fluorescéncia.

4.9.3 Controle de qualidade da analise

Para garantir a exatidao dos resultados, todos os procedimentos realizados
neste trabalho foram controlados por gravimetria, utilizando balanga analitica.

4.9.3.1 Limite de detecgdo do método

Para o calculo do limite de detec¢cdo, em cada analise foi utilizado um branco
composto pela mesma matriz das amostras, i.e. HCI 1,2 mol L' e tioureia 0,04 mol L
ou HCI 1,2 mol L~ ", tioureia 0,04 mol L' e NaCl 0,2 mol L™, no caso dos eluidos de
As(V).

O limite de detecgdo (LD) instrumental, ou seja, referente a quantificagao direta
no ICP OES e HG-AFS foi determinado de acordo recomendagéo da IUPAC (CURRIE,
1999), segundo a equacgao (n=10):

LD = 3 o + |x| (equagao 9)
Sendo o = desvio padrao das leituras do branco da amostra em ug L™’

|x |= média das leituras do branco da amostra em ug L™’

4.9.3.2 Monitoramento da recuperacao de padrao intermediario da curva de calibragdo

Para o monitoramento de possiveis variagdes no sinal do equipamento, a cada
bloco de 10 amostras, foi feita a leitura de um padrdo intermediario da curva de
calibragdo (0; 0,25; 0,5; 1; 2,5 e 5 uyg L"), sendo que foi aceita a variagdo da
recuperacao de <10%. Se observada variagao superior a estipulada, uma nova curva
de calibragao era realizada.
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4.9.3.3 Recuperagao dos Spikes da analise

Além dos padrdes intermediario da curva, a cada analise, a0 menos uma
amostra de cada tratamento (controle, contaminante - gasolina e contaminante -
diesel) era selecionada, apos a leitura, para a realizagao da adigdo de arsénio a uma
concentragdo final de =1 ug L' e subsequente leitura. O intuito da realizagdo da leitura
de spikes € monitorar interferéncias que as complexas matrizes das amostras podem
ter na quantificagdo do arsénio, desde a geragcdo do hidreto até os processos
envolvidos na detecg¢ao do analito.

A recuperacgéao do spike foi calculada conforme a equacéo abaixo:
Recuperacgéao (%) = [(a — b)/c]100 (Equagéo 10)

Sendo, a = concentragéo de arsénio determinada apds a adi¢ao do spike
b = concentragao de arsénio determinada antes da adigdo do spike
¢ = concentragéo de arsénio calculada (tedrica) apos adicdo do spike
A variagao na recuperacgao aceita foi de <20%, ou seja, eram consideradas
satisfatérias as recuperagdes compreendidas dentre a faixa de 80 a 120%.

494 Tratamento estatistico

As concentracdes dos elementos foram expressas, neste estudo, pela média e o
desvio padrao calculados para as trés leituras obtidas durante a quantificagdo. Para a

realizacdo dos tratamentos estatisticos, os valores inferiores ao limite de quantificacao

foram assumidos como LQ/Z. A normalidade dos dados foi avaliada segundo o teste

Shapiro-Wilk. A comparagéo entre duas variaveis normais foi realizada através do
teste estatistico t-Student pareado (i.e. Teste preliminar, concentragcdo em fung¢ao do
tempo, a=0,05). A comparagao entre duas ou mais variaveis com distribuicdo nao-
normal foi realizada pelo teste Kruskall-Wallis (a=0,05) e, quando cabivel, foi realizado
o desdobramento dos resultados a partir do teste post hoc Student-Newmans-Keuls.
Para avaliar interagdes entre multiplas variaveis, as amostras também foram
analisadas por meio de analise multivariada de dados, pela técnica Analise dos
Componentes Principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis). Todos os
testes estatisticos foram realizados com auxilio do Software de dominio publico R
Studio.
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5 RESULTADOS

5.1 Teste preliminar

A partir do tratamento dos dados com o teste estatistico T-student pareado, n&o
foi observada diferenga significativa em relagdo ao tempo para o tratamento controle
sem nutriente (p-valor=0,3196), controle com nutriente (p-valor=0,1561), gasolina sem
nutriente (p-valor=0,3632), gasolina com nutriente (p-valor=0,2142), diesel sem
nutriente (p-valor=0,2645) e diesel com nutriente (p-valor=0,3888). Em relacédo a
adicdo de nutriente n&o foi encontrada diferenga significativa para nenhum dos
tratamentos considerados (p-valores: controle= 0,3795; gasolina-30= 0,148; gasolina-
500= 0,9395; diesel-30=0,9762; diesel-500=0,2142).

Conforme observado na figura 12, nas amostras controle, a adigdo de ureia
apresentou queda (de 11 a 36%) para todos os trés solos considerados, quando
comparada com as concentracdes sem adi¢cdo deste nutriente. Ja para as amostras
contaminadas com gasolina, foi observado um crescimento de 95 a 330% para a
concentracgédo de 30 mg kg-'e de 70 a 130% para a concentragédo do contaminante de
500 mg kg™'. No caso do diesel, esse aumento variou de 70 a 180%, para as duas
concentragdes de contaminante. Independentemente da adigao de ureia, o aumento
na mobilidade do arsénio inorganico foi de 20 e 180% para as concentragdes de 30
mg kg™ e 500 mg kg™' de gasolina, respectivamente; e 20 e 90% para as concentragdes
de 30 mg kg™' e 500 mg kg' de diesel, respectivamente.

Baseados nos resultados obtidos, e ainda que o tratamento estatistico ndo
tenha demonstrado diferengas significativas, as contaminag¢des seguintes foram
realizadas durante um periodo de 21 dias de incubagao. Também foi realizada a adi¢ao
de ureia (0,01%, m m™") para os trés tratamentos e a concentragdo selecionada para
o prosseguimento dos testes foi de 500 mg kg™ para ambos contaminantes. Um
importante fator considerado para a escolha da concentragio de 500 mg kg™! para os
testes foi maior viabilidade de adicdo e homogeneizagdo do contaminantes nas
amostras de solo, o que foi dificultado na adicdo de massas muito reduzidas de

contaminante.



Figura 12. Concentragdes de arsénio extraivel em agua (ug L™ ') obtidas no teste preliminar.
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Fonte: Elaborado para este estudo.
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As concentragdes de hidrocarbonetos do petréleo em solos superficiais anos
ap6s um derramamento tem sido reportadas como valores médios de 1127 mg kg™’
para gasolina e 4212 mg kg™ diesel em paises europeus (PINEDO et al., 2013) e de
55 a 302 mg kg para HPT na Nigéria (OKOP; EKPO, 2012). Assim, a concentragdo
estudada (500 mg kg™') neste trabalho encontra-se dentro da faixa de concentragao
reportada na literatura para areas contaminadas e representa uma concentracao
residual de hidrocarbonetos do petrdleo, diferentemente de trabalhos anteriores, que
abordaram plumas de contaminagado (BROWN et al., 2010; COZZARELLI et al., 2016).

5.2 Caracterizagao das amostras

Na tabela 3, estdo discriminadas as concentracdes semi-totais dos elementos.

Tabela 3. Concentragdes semi-totais dos elementos (média + desvio padrédo, n=2)

Amostras Al (mg kg) Fe (mg kg) Mn (mg kg-) As (mg kg-) Uso do solo
P01 51102 £ 5408 67075 + 5995 6297 + 282 7,275+ 0,35 urbana
P02 38091 + 5207 40237 + 3997 384 £ 29 9,04+ 0,3 urbana
P03 46123 £ 673 46217 + 390 1929 £ 88 0,3+ 0,12 urbana
P04 62341 £ 9383 54169 £ 7510 711+ 80 0,24+ 0,22 urbana
P05 59469 + 4713 45939 + 1812 1616 £ 93 35+ 6 urbana
P06 57634 + 3168 52512 £ 278 4111 +£ 216 14,75+ 0,41 urbana
P07 99583 + 7978 45248 + 3192 585+ 8 1,64+ 0,48 rural
P08 38036 + 2433 37358 + 3460 2242 + 126 4+2 rural
P09 51187 + 2062 61605 + 3252 835 + 86 4,13+ 0,13 rural
P10 56256 + 6524 48843 + 5038 475+ 16 5,19+ 0,04 vegetagao
P11 34200 £ 1305 40633 £ 1726 523 + 114 10,8+ 0,12 vegetagao
P12 19411 £ 2471 35503 £ 319 459 + 55 13,5+ 0,09 rural
P13 55931 £ 4722 93268 + 5964 1007 £ 139 6,09+ 0,9 vegetagao
P14 45517 £ 7158 36558 + 5439 892 + 106 5,32+ 0,01 vegetagao
P15 18395 + 2231 27087 £ 1444 652 + 34 6+1 vegetagao
P16 24192 £ 103 33050 + 2951 390 £ 15 3,39+ 0,48 rural
P17 24558 + 2300 31796 £ 2170 1376 £ 7 6,54+ 0,18 rural
P18 38084 + 1013 41347 + 2058 383+ 15 6,55+ 0,07 rural
P19 46699 £ 816 74679 + 2172 5308 + 1215 19+ 5 rural
P20 80375 % 7907 69150 £ 2901 410 £ 81 24+ 72 rural
P21 62922 + 6298 72236 + 8173 1412 + 310 17,07+ 0,28 rural
P22 29842 + 1329 26514 + 441 460 £ 94 2,54+ 0,62 rural
P23 30156 + 702 35688 + 97 706 £ 92 8,63+ 0,09 rural
P24 46502 + 3801 49352 + 3285 1440 + 107 6+ 2 rural
P25 30469 + 1599 22606 + 693 325+ 31 3,15+ 0,06 urbana

As concentragdes variaram consideravelmente entre as amostras. Os pontos
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P19 a P21 localizam-se proximos ao Corrego do Piririca, onde foi descrita uma
anomalia de arsénio, sendo observada elevada concentragdo de arsénio e ferro
nestas amostras. As concentracdes obtidas nestes pontos corroboram aquelas
reportadas por Abreu e Figueiredo (2004) que encontraram concentragdes de arsénio
variando de 25 a 764 mg kg em solos superficiais (0 a 30 cm de profundidade)
coletados nas proximidades da Faixa do Piririca.

A influéncia da anomalia também pode ser observada na tabela 4, em que sao
apresentados os fatores de enriquecimento para cada amostra.

Tabela 4. Fatores de enriquecimento do arsénio usando o Mn e Fe como elemento de referéncia

Amostras Mn (TI) Fe (TI) Uso do solo
P01 3,4 0,6 urbana
P02 7,6 13,5 urbana
P03 24 1 urbana
P04 3,1 3,9 urbana
P05 30,9 14,8 urbana
P06 11,1 24 urbana
P07 1,5 1,9 rural
P08 46 1,3 rural
P09 2 2,5 rural
P10 4,2 7,3 vegetacéo
P11 9,6 12,5 vegetacéo
P12 17,8 23,2 rural
P13 2,5 3,9 vegetacéo
P14 5 3,4 vegetacéo
P15 8,5 59 vegetacéo
P16 3,5 5 rural
P17 7,8 3 rural
P18 5,2 9,4 rural
P19 8,6 24 rural
P20 12,6 35,9 rural
P21 7,6 6,6 rural
P22 4 3,9 rural
P23 8,5 7,3 rural
P24 5,2 3 rural
P25 55 6,5 urbana

Os resultados mostram que os solos coletados podem ser classificados desde
origem litogénica até indices elevados de contaminagdo. Tendo em vista as
particularidades da regido e que os indices obtidos pelo fator de enriquecimento
apresentaram divergéncias entre os resultados em fung¢ao do elemento de referéncia
adotado, a avaliagdo da origem do arsénio, natural ou antropica, segundo o

enriquecimento do elemento, foi realizada considerando-se o uso do solo na regiao e
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também a presenca da anomalia anteriormente mencionada, para a interpretagcao dos
resultados.
A tabela 5 apresenta os dados obtidos para pH e condutividade elétrica nas

duas coletas.

Tabela 5. Parametros fisicos das amostras

Amostra Coletal. C(():gu(t:lr\gf?de elétrica Coletalll. Cz):gugm?)ade elétrica Coleta I, pH
P6 52,00 - 6,64
P5 133,30 - 6,56
P4 95,20 44 6,43
P3 35,20 35,3 5,67
P2 93,60 60 6,05
P1 73,70 34,3 5,04
P7 125,00 136,6 4,56
P8 104,60 139,9 577
P9 65,70 33,5 6,69

P10 58,10 63,5 7,52
P11 51,70 102,2 7,27
P12 143,60 155 7,33
P13 136,10 154,8 5,98
P14 84,60 35,2 7,32
P15 130,60 76,7 7,39
P16 101,70 14,41 4,91
P17 299,00 55,2 3,97
P18 21,20 62 4,61
P19 96,00 158,6 5,26
P20 11,61 65,6 3,99
P21 43,00 414 4,11
P22 59,40 134,2 4,62
P23 37,60 - 4,40
P24 139,20 - 4,54
P25 28,80 - 4,59

As amostras apresentam grande variagao, principalmente quanto ao pH, cujos
dados evidenciam a presenga de alguns solos acentuadamente acidos. A
condutividade elétrica também apresentou grande variagdo para as amostras. Assim,
estes dois parametros puderam ser avaliados quanto a sua influéncia nas
concentragdes de arsénio nas amostras.

A figura 13 é uma representacgéo das classes texturais das amostras de solo.



67

Figura 13. Triangulo textural das amostras.
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Fonte: Elaborado para este estudo.

No presente trabalho, os solos enquadram-se na categoria de Média Siltosa
(n=23) e Médio Arenosa (n=2), segundo a classificagdo do SiBCS (EMBRAPA, 2013).
Segundo Abdel-Moghny et al. (2012), solos de textura intermediaria apresentam as
melhores condigbes para o processo de biodegradacgdo, visto que apresentam
melhores condi¢cdes de aeragao do solo quando comparados com solos de textura
argilosa e menor migragao vertical dos contaminantes em comparagcdo com solos de
textura arenosa, além de solos arenosos caracterizarem-se por baixa atividade
biolégica e capacidade de troca catibnica.

Na tabela 6, observa-se os teores de carbono organico das amostras por

campanha.
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Tabela 6. Carbono organico total (%) das amostras

Amostra Estacdo seca Estacao chuvosa

P01 3,48

P02 3,31 -
P03 3,02 2,44
P04 2,61 2,90
P05 3,71 5,05
P06 3,42 4,23
P07 8,35 8,76
P08 2,55 313
P09 3,54 3,83
P10 3,83 3,54
P11 3,36 3,02
P12 3,36 2,73
P13 5,22 4,64
P14 3,31 2,49
P15 3,83 2,32
P16 3,48 2,84
P17 4,81 2,09
P18 4,87 4,23
P19 4,35 4,29
P20 4,06 3,02
P21 4,99 4,41
P22 3,36 2,84
P23 3,54

P24 5,05

P25 3,42

Comparando-se as estagdes seca e Uumida, as amostras apresentaram uma
diferenca significativa (Kruskal-Wallis, p=0,00898) quanto ao teor de COT, sendo

maior na estagao seca.

Figura 14. Carbono organico total por periodo de coleta.
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Fonte: Elaborado para este estudo.
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Conforme observado na figura 14, os teores de COT apresentaram variagao
entre as amostras de uma mesma coleta. No entanto, esta variagdo € mais acentuada

quando considerado o COD, conforme observado na tabela 7 e figura 15.

Tabela 7. COD (mg Kg™') das amostras (média + desvio padr&o, n=2)

Estagéo seca Estag&o chuvosa
P01 102 £ 36,8 ND
P02 50 £ 48,1 ND
P03 86 +2,8 86,8 +12,8
P04 12157 72,7+£29,8
P05 ND +ND 167,6 £14,3
P06 1210 40,4 +0,2
P07 76,2+758 195,1 + 39,6
P08 38,5+ 14,7 185,7 £ 98,9
P09 40,4 £ 11,7 57,5+19,2
P10 52+6,8 67,2+9,2
P11 122+79 173,7 £ 54
P12 919+174 55,3+0,9
P13 174 £527 119+12
P14 241127 71,4 £ 58,6
P15 53+ 114 42,7+54
P16 28,1+£159 60,3 £ 12,1
P17 16,4 +8,7 454 +0,2
P18 83,1+0,1 29+ 14,6
P19 13,1+53 39,8 +14,9
P20 948 +55 36,6 +0,2
P21 73,5+15.2 65+ 30,5
P22 81,9+5,1 3895
P23 938126 ND
P24 65+59 ND
P25 34,7+10,3 ND

ND = n&o determinado

O COD apresentou uma diferenga significativa (p=0,00672) entre as
campanhas, sendo mais elevado na estacdo chuvosa, apesar do oposto ter sido
observado para o COT.
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Figura 15. Carbono orgéanico dissolvido por periodo de coleta.
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Fonte: Elaborado para este estudo.

Essa diferenca é consistente com a variacdo do tempo entre a estacdo seca e
a chuvosa e ja foi reportada anteriormente (DEB; SHUKLA, 2011), sendo que o
aumento da temperatura e pluviosidade na estagdo chuvosa favorecem a lixiviagao
da matéria orgénica.

A matéria organica do solo consiste em uma mistura de produtos vegetais e
animais em diferentes etapas de decomposi¢cdo. Este material complexo pode ser
dividido em substancias ndo-humicas e substéncias humicas (SH). Substancias nao-
humicas compreendem compostos organicos relativamente simples, que sao soluveis
em agua, como é o caso de acidos organicos de baixo peso molecular e de
carbohidratos monomeéricos. Por serem soluveis, apresentam mobilidade no solo,
sendo mais suscetiveis a processos como absorgdo, mineralizagdo e lixiviagao.
Dentre as fragdes da matéria organica do solo, as SH sdo os compostos mais estaveis,
formadas durante processo conhecido como humificagdo, sendo divididas em acidos
humicos, acidos fulvicos e humina, que sao similares em estrutura, mas diferem
quanto a solubilidade. Sao caracterizadas como altamente acidas e de peso molecular
relativamente alto (KLEBER; JOHNSON, 2010). Acidos himicos e principalmente
acidos fulvicos apresentam importante papel na mobilizacdo de elementos trago no
solo (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001).
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5.3 Mobilidade do arsénio em fungao da contaminagao por gasolina e diesel

Na tabela 8 observa-se as concentragdes das espécies inorganicas de arsénio
no extrato de saturacdo das amostras de solos para os trés tratamentos na estacao
seca. Para As(lll), o tratamento controle apresentou uma faixa de concentragao de
165 a 1251 ng L™, sendo as faixas de concentragéo de 235a2048 ngL"'e 112 a 2152
ng L' para gasolina e diesel, respectivamente. Para As(V), as faixas foram 106 a 423
ng L', 103 a 1597 ng L' e 101 a 1882 ng L™, para controle, gasolina e diesel,
respectivamente. Concentragdes similares foram encontradas para agua subterranea
em Minesota, EUA a 100 m do ponto de ruptura de uma tubulacido de combustivel
(COZZARELLI et al., 2016), mas muito inferior & concentragdo de 84 ug L™, reportada
para uma area umida (wetland) apos 21 dias de contaminagdo com BTEX (ZIEGLER
et al., 2015). A maior diferenga em relagcédo a area umida € esperada, tendo em vista
seu maior conteudo de matéria orgénica em relagao aos solos do presente estudo e
em aguas subterrédneas. Além disso, os processos de oxid-redugéo por atividade
biolégica s&do altamente efetivo em areas umidas (BURGIN et al., 2011).

Quando comparada a outras fontes de carbono organico, a faixa de arsénio
extraivel em agua neste estudo foi consideravelmente menor que a faixa de
contaminagio de 500 a 2000 ug L™ reportadas para um solo com elevado teor de
arsénio apos a adigdo de biocarvao (BEESLEY et al., 2013), 20 a 8810 ug L™ apds 21
dias da adi¢do de serapilheira (DRADRACH et al., 2019) e 30 a 1460 ug L' apos
adigao de esterco bovino, lodo de esgoto e serrapilheira (KARCZEWSKA et al., 2017).
Embora inferior a mobilizagao relatada em muitos estudos anteriores, a adicao de
gasolina ou diesel ao solo superficial no presente aumentou a fragdo de arsénico
extraivel em &agua em até 20 vezes (concentragdo no tratamento com
contaminante/concentra¢do no grupo controle.

A espécie predominante neste estudo foi As(lll) assim como reportado por
Cozzarelli et al. (2016) e diferentemente, i.e. maior As(V), do que reportado para
adicao de serapilheira (DRADRACH et al., 2019) e para uma mistura de turfa e esterco
de galinha adicionados a solos artificialmente contaminados com o conservante de
madeira arsenato de cobre cromado (CCA) (DOBRAN; ZAGURY, 2006).
Concentragdes superiores de As(lll) foram encontradas anteriormente apenas para
um local contaminado com hidrocarbonetos, caracterizado por condi¢des saturadas e

anaerdbias, enquanto os demais trabalhos, avaliando o solo superficial, em condi¢des
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aerobias, apresentaram maior teor de As(V). Esta comparagdo e os resultados
encontrados no presente estudo sugerem que hidrocarbonetos de petréleo promovem
uma redugdo mais expressiva de As(V) a As(lll) que outras fontes de carbono
organico, levando a cenarios mais préoximos aos encontrados em condigbes de
saturagao.

Em periodos de tempo semelhantes, a mobilizagdo de arsénico no presente
estudo foi inferior as anteriormente relatadas. No entanto, ressalta-se que as
concentragdes de arsénio nos solos anteriormente estudados eram significativamente
mais elevadas que as observadas no presente estudo, chegando a ser 100 vezes
superiores. Além disso, ressalta-se que, com o objetivo de avaliar apenas o impacto
da biodegradacdo e dos parametros fisico-quimicos do solo nas condi¢gdes de
contaminacao do presente estudo, todas as incubagdes foram realizadas no escuro,
a fim de excluir os efeitos da fotodegradacao e/ou redugéo foto-induzida por ferro dos
contaminantes organicos, o que poderia aumentar a mobilizagdo de arsénio como
resultado final (KIM et al., 2019).

Tabela 8. Concentragdes (ng L) das espécies inorganicas de arsénio na solugdo do solo para os trés
tratamentos (média + desvio padréo, n=3) - Estacio seca

As(lll) As(V)

Amostras Controle Gasolina Diesel Controle Gasolina Diesel
P01 <LD <LD <LD <LD <LD <LD
P02 <LD <LD 112 £ 58 <LD <LD <LD
P03 <LD 968 + 185 225+13 143 £19 105+ 20 101+38
P04 <LD <LD <LD 106 + 8 103+3 119 + 27
P05 498 + 180 449 £ 74 <LD 136 + 46 346 £ 123 146 + 83
P06 194 £ 19 455 + 21 <D+ 109 £ 1 7920 124 £ 49
P07 <LD 507 £ 113 415+ 100 <LD <LD <LD
P08 <LD <LD 1405 + 827 <LD <LD <LD
0P9 <LD <LD <LD <LD <LD <LD
P10 <LD <LD <LD <LD <LD <LD
P11 <LD 541 £ 203 457 + 334 <LD <LD <LD
P12 <LD 1872 £1 1780 £ 11 <LD 290 + 38 539 + 89
P13 <LD 391 £ 50 489 + 240 120 £ 26 125+ 3 236+ 84
P14 <LD 351£55 180 + 30 153 £ 11 141+14 1356
P15 <LD 414 £130 <LD 1817 180 £ 10 <LD
P16 <LD 2048 + 431 675 £ 144 107 £ 29 144 + 8 157 9
P17 <LD <LD <LD <LD <LD <LD
P18 525 + 180 1451 + 450 1615 + 492 369 + 99 1597 + 261 1882 + 48
P19 1251 £ 328 582 £ 280 1560 £ 175 423 + 148 264 £ 133 284 £15
P20 <LD 588 + 128 323+28 <LD <LD <LD
P21 165 + 27 625 £ 145 177 £ 54 <LD <LD <LD
P22 491+ 85 <LD 457 £10 <LD <LD <LD




P23
P24
P25

<LD
<LD

2307

237 £ 69
<LD
23519

2152 + 624
<LD
254 £ 19

<LD
<LD
<LD

<LD
<LD
<LD
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<LD
<LD
<LD

Dos 20 solos analisados na campanha da estacdo chuvosa, 10 apresentaram

concentragdes abaixo do limite de deteccdo para todos os tratamentos e ambas

espécies (Tabela 9). No entanto, as faixas de concentragées permaneceram similares

para os trés tratamentos e espécies estudadas.

Para ambas as espécies inorganicas de arsénio, ndo foram observadas

diferengas significativas entre as campanhas de amostragem (seca e chuvosa) ao

comparar-se os tratamentos controle (As(lll): p-valor = 0,5494; As(V): p-valor=0,732),
gasolina (As(lll): p-valor = 0,1774; As(V): p-valor = 0,3762) ou diesel (As(lll): p-valor =
0,1087; As(V): p-valor = 0,1597).

Tabela 9. Concentragdes (ng L) das espécies inorganicas de arsénio na solugdo do solo para os trés

tratamentos (média + desvio padréo, n=3) - Estagédo chuvosa

As(lll) As(V)

Amostras Controle Gasolina Diesel Controle Gasolina Diesel
P03 <LD <LD <LD 213 £ 141 194 + <LD
P04 <LD 726 £ 51 561 £ 31 479 + 350 263 £20 <LD
P05 <LD <LD <LD <LD 351 +£43 <LD
P06 693 + 204 1043 £ 54 201 £74 <LD <LD <LD
P07 <LD <LD <LD <LD <LD <LD
P08 <LD <LD <LD <LD <LD <LD
0P9 <LD <LD <LD <LD <LD <LD
P10 <LD <LD <LD <LD <LD <LD
P11 <LD <LD <LD <LD <LD <LD
P12 <LD <LD <LD NA NA NA
P13 <LD <LD <LD NA NA NA
P14 384 + 148 1421 £ 264 424 + 96 NA NA NA
P15 <LD <LD <LD NA NA NA
P16 <LD <LD <LD NA NA NA
P17 <LD 37567 + 1447 2013 £ 308 <LD 552 £ 218 <LD
P18 <LD <LD <LD <LD <LD <LD
P19 151 £ 58 <LD 255+ 20 177 £ 81 263 £ 63 319+ 99
P20 1989 + 822 744 + 363 2968 + 981 1083 + 283 106 £ 12 312+ 59
P21 870 £ 158 1740 £ 41 624 £+ 38 1783 £ 199 2751 £ 619 3M2+5
P22 <LD <LD <LD 235+ 102 286 + 56 155+ 9

NA = ndo analisado
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5.4 Concentragao de arsénio nas campanhas

As concentragdes das espécies inorganicas obtidas nas amostras de solo estdo
apresentadas nas figura 16 e 17, e foram avaliadas segundo o teste de Kruskal-Wallis.
N&o foi observada diferenga significativa nas concentragdes das espécies inorganicas
de arsénio entre as campanhas de coletas (seca e chuvosa), quando comparados os
tratamentos controle (As(lll): p-valor=0,5494; As(V): p-valor=0,732), gasolina (As(lll):
p-valor=0,1774; As(V): p-valor=0,3762) ou diesel (As(lll): p-valor=0,1087; As(V): p-
valor=0,1597).

Figura 16. Boxplot com as medianas das concentragbes de As(lll) em
fungdo do tratamento e campanha.
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Figura 17. Boxplot com as medianas das concentragbes de As(V) em
fungdo do tratamento e campanha.
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Fonte: Elaborado para este estudo.

N&o houve diferenca significativa para As(V) entre os tratamentos nas duas
campanhas (seca: p-valor=0,4348; chuvosa: p-valor=0,4275) e para As(lll) na estagao
chuvosa (p-valor=0,9601). Segundo o p-valor obtido (p=0,0094) para As(lll) na
estacao seca, foi realizado o desdobramento das comparacgdes por Student-Newman-
Keuls dos dados e, a partir deste, infere-se que o grupo controle difere
significativamente dos grupos de contaminantes, gasolina (p = 0,0081) e diesel (p =
0,0021). As concentragcbes dos grupos dos contaminantes nao diferiram
significativamente entre si (p = 0,7395). Desta forma, os dados sugerem que a
introdugao dos contaminantes organicos gasolina e diesel resultaram em um aumento
na mobilidade das espécies inorganicas de arsénio, impactando diretamente na
concentragédo de As(lll) extraivel em agua nas amostras, sendo que toda a faixa de
hidrocarbonetos considerados neste estudo, do menor ao maior peso molecular,

influenciaram nesta mobilizagao.
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Comparando os tratamentos na estacao seca, € possivel observar que, para
60% dos solos estudados, as fragdes de As(lll) previamente imobilizadas pela fase
sélida (<LD no grupo controle) se tornaram soluveis apos a adi¢do de gasolina e
diesel.

Apesar das faixas de concentragcdes das espécies inorganicas de arsénio n&o
apresentarem diferengas significativas entre as duas campanhas, na figura 18 é
possivel observar que, apesar da faixa de concentracdo entre campanhas ter sido
similar, com acentuada variagao entre as amostras, a reducdo do arsénio, expressa
pela raz&o As(lll)/As(V) n&o foi tdo significante na estagcdo chuvosa (p-valor=0,5254)

quanto na estagao seca (p-valor=0,0132).

Figura 18. Variagao da razdo As(lIl)/As(V) (redugao) em fungdo da campanha de coleta das amostras.
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Fonte: Elaborado para este estudo.

A avaliagdo dos estudos sobre os efeitos da adigdo carbono orgénico de
diferentes origens sugerem que ndo apenas a quantidade, mas principalmente a
natureza da fonte de carbono orgénico influencia na mobilidade do arsénio. Para
compostos de biocarvdo, tanto o aumento da mobilizacdo (BEESLEY et al., 2013)
quanto a imobilizagao (LI et al., 2018) foram relatados para o arsénio do solo. Aspecto
da composigéo do biocarvéao, o teor de lignina foi apontado como importante fator no
destino do arsénio no solo (KIM et al., 2020). Além disso, a aromaticidade da matéria
organica natural dissolvida tem sido apontada como responsavel na liberagdo de
arsénio na agua intersticial (YAN et al., 2020). De acordo com Huesemann (1995), os

compostos de hidrocarbonetos de petréleo com 10 a 22 carbonos sdo 0s menos
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toxicos e mais biodegradados, faixa que corresponde ao comprimento da cadeia de
carbono dos compostos encontrados na gasolina (5-10) e no diesel (14-20). No
presente estudo, ndo foi observada influencia da diferengca na composicdo das duas
fontes de hidrocarbonetos do petrdleo consideradas na mobilizagdo das espécies de

arsénio.

5.5 Concentracao de arsénio extraivel em fung¢ao do uso do solo e origem do

arsénio

As concentragdes das espécies de arsénio (Estacéo seca) nas amostras foram
avaliadas segundo o uso do solo na regido (Figura 19 e 20).
Figura 19. Concentragao de As(lll) (estagdo seca) nos tratamentos

em fung¢do do uso do solo: rural (n=13), cobertura vegetal (n=5) e
urbano (n=7).
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Figura 20. Concentragéo de As(V) (estagdo seca) nos tratamentos
em fung¢do do uso do solo: rural (n=13), cobertura vegetal (n=5) e
urbano (n=7).
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Fonte: Elaborado para este estudo.

Diferengas significativas foram encontradas entre os tratamentos para As(lll)
no uso rural (p-valor=0,0410) e natural (cobertura vegetal, p-valor=0,0455). Nao foi
encontrada diferenga significativa entre os tratamentos para As(V) em fungao do uso
do solo. Como todas as concentragdes de As(V) nos solos do uso cobertura vegetal
estiveram abaixo do limite de detecgao, nao foi possivel calcular o p-valor para esta
categoria. Ressalta-se que ndo foi observada diferenga significativa entre os
tratamentos apenas nos solos urbanos. Este resultado possivelmente decorre de um

empobrecimento dos solos urbanos em termos de nutrientes e de atividade
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microbioldgica, fazendo com que a biodegradagéao dos hidrocarbonetos adicionados
nao fosse tao expressiva.

Ainda, solos urbanos estdo mais propensos as fontes antropicas de arsénio.
Metais e semimetais de origem antropica sdo reconhecidamente mais médveis e
biodisponiveis que aqueles de origem litogénica (KAASALAINEN; YLI-HALLA, 2003;
WUANA; OKIEIMEN, 2011). Apo6s a introdugdo de um metal no solo, o primeiro
processo a ocorrer sera a adsorcdo, que podera levar de dias até anos para
completar-se. Apos adsorvidos e sofrerem processos de precipitacdo, dissolucéo,
sor¢cao, complexacgao, oxidacao e reducao, os elementos terdo sido redistribuidos em
diferentes formas quimicas, que apresentam biodisponibilidade, mobilidade e
toxicidade diversas. Apenas uma pequena fracdo destes elementos estara
biodisponivel (WEISSMANNOVA; PAVLOVSKY, 2017). Solos com baixa poluigéo ou
solos florestais tém sido reportados como apresentando alta estabilidade geoquimica
de arsénio, sendo que arsénio de origem natural liga-se a formas altamente
cristalizadas de 6xidos de ferro, aluminio e manganés (DOUSOVA et al., 2008). Por
sua vez, arsénio de origem antropogénica, introduzido através da superficie,
principalmente na forma de As(V), é pouco mével, sendo adsorvido a matéria organica
do solo ou oxidos e hidréxidos de ferro logo nos horizontes superficiais (BARRINGER
et al., 1998, pagina 41). Assim, & possivel que diferenga significativa entre os
tratamentos ndo tenha sido observada apenas para solos urbanos, por estes solos
apresentarem concentragdes elevadas de As(lll) mesmo em solos n&o contaminados
com gasolina ou diesel.

Adicionalmente, os solos rurais apresentaram as maiores faixas de
concentragdo de arsénio apds a adigdo de gasolina (<100 a 1870 ng L") e diesel
(<100 a 540 ng L"), em comparagédo com os solos com cobertura natural (gasolina:
<100 a 541 ng L™, diesel: <100 a 457 ng L") e urbana (gasolina: <100 a 970 ng L™,
diesel: <100 a 250 ng L"). Os dados sugerem que a alta atividade metabdlica do solo,
caracteristica de solo em areas de cultivo, contribui para aumentar a mobilizacdo do
arsénio. Ressalta-se que a influéncia de agroquimicos pode contribuir direta ou
indiretamente para o aumento da mobilizacdo do arsénio, por meio de modificagcédo na
comunidade microbiana, competicdo por sitios de ligacdo no solo ou influencia em
parametros fisico-quimicos do solo, sendo que estudos aprofundados em relagédo aos
mecanismos influenciadores em solos rurais ainda sdo necessarios.

Desta forma, a influéncia da origem do arsénio na mobilidade das espécies
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As(IIl) e As(V) foi investigada (Figura 21), utilizando como critério para classificar a
origem do arsénio o fator de enriquecimento geoquimico. Os elementos de referéncia

utilizados foram Fe e Mn, conforme descrito anteriormente.

Figura 21. Concentragao das espécies inorganicas de arsénio em fungdo da origem do arsénio obtida
a partir do fator de enriguecimento do arsénio, utilizando Fe e Mn como elementos de referéncia.
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Fonte: Elaborado para este estudo.

Foi encontrada diferenga significativa (p-valor=0,006) para As(lll) utilizando Mn
como fator de referéncia. A partir dos resultados apresentados nos boxplots, observa-
se que a contaminagao antropica significativa apresentou a mediana mais elevada
para o As(lll), o que poderia indicar que o arsénio proveniente de fontes antrépicas
possa ser 0 mais facilmente reduzido. Ressalta-se que os solos encontrados na Faixa
do Piririca, uma anomalia natural de arsénio (P19 a P21), encontram-se como
contaminagdo antropica significativa quando Mn é utilizado como elemento de
referéncia. No entanto, o local em que estes solos foram coletados, neste estudo,
também caracterizavam-se por expressiva atividade agricola. Os solos classificados
dentro da contaminagdo antropica significativa (n=10) apresentam baixo conteudo de
carbono organico (COT <8%), sendo dois caracterizados por predominancia de
cobertura vegetal (P11 e P15), dois solos urbanos (P2 e P25) e seis rurais (P12, P18-
P21, P23).

Tendo em vista que a diferencga significativa segundo o teste estatistico Kruskal
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Wallis foi observada apenas para o elemento de referéncia Mn, este elemento também
foi utilizado para avaliar a influéncia dos tratamentos na concentracdo das espécies

inorgéanicas de arsénio em fungéo da origem (Figura 22).

Figura 22. Concentragdo das espécies inorganicas de arsénio em fungdo da origem do arsénio
(litogénica, antropica moderada, antrépica significativa e antrépica elevada) e dos tratamentos (controle,
gasolina e diesel).
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Fonte: Elaborado para este estudo.

N&ao foi observada diferenga significativa entre os niveis de contaminagdao em
funcdo dos tratamentos (p-valor= 0,06 a 0,77). No entanto, a partir dos graficos,
observa-se que, no tratamento controle, as medianas das classes litogénica (n=2),
antropica moderada (n=12) e antrépica significativa (n=10) encontram-se muito
proximas ao limite de detecgcdo das espécies de arsénio. No entanto, na classe
antropica significativa no tratamento controle, observa-se que 50% das amostras,
assim como a amostra da categoria antropica elevada, encontram-se acima do limite
de deteccdo para ambas espécies. A mesma tendéncia ndo foi observada para o
As(IIl) nos tratamentos gasolina e diesel. Isto pode indicar que a menor estabilidade
de arsénio de origem antropica, especialmente a fragao proveniente de contaminagao

recente, pode ser um fator importante para o aumento da mobilidade do arsénio nas
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amostras do grupo controle, mas que, quando os contaminantes gasolina e diesel sdo
adicionados, fragdes mais estaveis na estrutura mineral do solo podem passar a ser

mobilizadas.

5.6 Fracionamento do arsénio extraivel (DGT)

Na tabela 10, observa-se as concentragbes das espécies inorganicas de
arsénio extraivel em agua e as concentragdées de arsénio labil obtidas a partir da
técnica DGT (WILLIAMS et al., 2011) antes das contaminagbes das amostras com
gasolina e diesel, em cinco amostras de solo. Estas amostras foram selecionadas
visando-se obter representatividade de uma ampla faixa de concentragao de arsénio

no solo (teor pseudo-total) e de COD.

Tabela 10. Comparagéo das concentragdes das espécies e fragdes de As (média * desvio padrado, n=3)
e COD (média + desvio padréo, n=2)

Amostra As Total, As(Ill), As(V), As total, Coer, coD
mg kg! ng L ng L ng L ng L mg kg!
P1 7,275 £0,35 <LD <LD <LD 16+£5 102 + 36,8
P8 4£2 <LD <LD <LD 94 +23 38,5+ 14,7
P12 13,5+0,09 <LD <LD <LD 68+7 91,9+174
P16 3,39+0,48 <LD 1817 1817 113+ 35 281+15,9
P20 24 +2 <LD <LD <LD 434 94,8+55

A quantificagdo do As acima dos limites de detecgdo (As(lll): 70 ng L™,
As(V):100 ng L") foi possivel apenas para a amostra P16. Nesta amostra, observa-se
gue as concentragdes de arsénio nas duas técnicas foram semelhantes, porém menor
para a técnica DGT (62%), sugerindo que apenas parte da concentragao do arsénio
extraido encontra-se na forma labil.

Tendo em vista que a concentragédo de arsénio extraivel em agua foi repartida
entre as duas espécies presentes, sendo a concentragdo de arsénio dissolvido total
calculada pela somatéria das duas espécies, a quantificacdo do arsénio dentro dos
limites de detecc&o disponiveis nao foi possivel para as demais amostras. Desta
forma, a técnica DGT em comparagao com a concentracdo de arsénio extraivel em
agua teve importante desempenho na obtencao da fragao labil do arsénio nos solos
controle. A partir desta técnica, foi possivel realizar a comparacdo da concentracéo
labil de arsénio e do COD do solo, conforme observado na figura 23.
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Figura 23. Concentragao labil de arsénio (Coet) em fungdo do COD.
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Fonte: Elaborado para este estudo.

A concentragao labil de arsénio obtida por meio da técnica DGT apresentou
correlagdo linear negativa (R?=0,8461) com o teor de COD nas amostras, sugerindo
que o COD do solo € um importante mecanismo de controle da concentragao labil de
arsénio na agua intersticial do solo. Os resultados obtidos corroboram dados
reportados anteriormente (WILLIAMS et al., 2011). Em seu estudo, Williams et al.
(2011) avaliaram a influéncia de complexos formados com a matéria orgénica na
labilidade e biodisponibilidade de arsénio em solos alagados de plantagbes de arroz
em Bangladesh. Os autores reportaram uma correlagdo linear negativa (R?=0,60)
entre a recuperagdo das espécies inorganicas de arsénio (X das espécies de
arsénio/arsénio total) e o COD. Ainda, por meio de uma regresséo linear para predizer
a concentracdo de arsénio absorvida por graos de arroz, foi observada uma relagéo
negativa entre Cpet e COD. Estes resultados foram atribuidos a formacéo de
complexos As-COD e/ou As-Fe/AlI-COD.

Na tabela 11, estdo apresentadas as concentragdes das espécies de arsénio

extraiveis em agua e a fragao labil obtida a partir da técnica DGT.
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Tabela 11. Comparagéo das concentragdes das espécies e fragdes de As (média * desvio padrédo, n=3)
nos tratamentos

Amostra Tratamento ﬁ;(lll_l); ﬁ;(\lf-); As dISS:;V;-(iO totals ,?; ?_T?
Controle <LD <LD <LD 94 +£23

P8 Gasolina <LD <LD <LD 759
Diesel 1405 + 827 <LD 1405 + 827 65+ 11

Controle <LD <LD <LD 687

P12 Gasolina 1872 £ 1 290 £ 38 2162 70+5
Diesel 1780 £ 11 539 £ 89 2319 678
Controle <LD 1817 1817 113+35
P16 Gasolina 414 £ 130 180 £ 10 594 127 £ 25
Diesel <LD <LD <LD 112+ 38

@ Calculado pela soma das concentragdes de As(lll) e As(V) nos extratos de saturagdo das amostras.

A partir dos resultados, observa-se que, apesar da concentracdo das espécies
de arsénio ter sido significativamente maior nos tratamentos gasolina e diesel, a
comparagao entre as concentracgdes labeis (Cpct) ndo foi significativamente diferente
entre os tratamentos (p-valor= 0,2019; 0,5611; 0,7326, para as amostras P8, P12 e
P16, respectivamente). Este resultado sugere que o aumento da mobilidade do
arsénio apos a introdugdo dos contaminantes orgénicos, neste estudo, inclui
majoritariamente espécies inertes e ligadas a coldides (DIVIS et al., 2005), ndo
influenciando nas concentragdes labeis do elemento e, portanto, de maior interesse
gquando tem-se como enfoque a fracdo biodisponivel. As fragdes labeis de arsénio
permaneceram controladas pelo teor de COD, naturalmente presente no solo.
Tendo em vista que n&o foi observada diferenca na Cpgr entre os trés tratamentos,
a influéncia da adigdo dos contaminantes na dindmica de reposi¢cao do arsénio nas
amostras de solo, a partir da comparacao dos valores obtidos na Cpgt € a fragao

trocavel do arsénio por meio do modelo DIFS, n&o foi investigada.
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5.7 Influéncia da microbiota do solo

Considerando-se os efeitos que as variagdes sazonais podem apresentar na
microbiota do solo, foi avaliada a variagao da biomassa microbiana do solo nas duas
estagdes. N&o foi encontrada diferenga significativa (Kruskal-Wallis, p=0,811) entre as
campanhas de coletas (Figura 24).

Figura 24. Biomassa microbiana do solo por campanha.
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Fonte: Elaborado para este estudo.

Apesar do tamanho da biomassa nao ter diferido entre as campanhas, quando
considerada a Respiracdo Basal do Solo inicial (Figura 25), que reflete de maneira
mais precisa o estado fisioldégico dos micro-organismos do solo, a estagdo chuvosa

apresentou valores significativamente mais baixos (p-valor= 2 x 10-'6).
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Figura 25. Respiragdo Basal do Solo inicial por campanha.
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Fonte: Elaborado para este estudo.

Visto que os valores obtidos para a campanha chuvosa referentes ao COD e
ao COT indicam que a degradagao da matéria organica estava ocorrendo em um ritmo
elevado, condizente com as condi¢des de clima para a campanha, as populag¢des de
micro-organismos do solo possivelmente sofreram uma drastica redugéo apos a coleta
das amostras. Com a mudang¢a na comunidade microbiologica entre as estagdes, é
possivel que populagdes mais exigentes na estagcdo chuvosa tenham sido mais
sensiveis as mudancgas das condigdes ambientais, apesar dos cuidados no transporte
e armazenamento.

Tendo em vista que tanto a RBS quanto a redugéo do As(V) tiveram diminuigéao
significativa na campanha chuvosa, quando comparada com a seca e que a
concentragéo de As(lll) variou em fungdo do uso do solo, foi avaliado a influéncia do
uso do solo na RBS para as coletas da estagéo seca (Figura 26) e da estagéo chuvosa
(Figura 27).

Foi observada diferenca significativa (p-valor=1,5 x 10-'%) entre a RBS nos trés
usos do solo para coleta da estacdo seca, sendo, assim como observado para as
concentragdes de As(lll), inferior para os solos urbanos. Este resultado corrobora
resultados reportados em estudos anteriores em que 0s micro-organismos sao 0s
principais responsaveis pela redugcdo e consequente mobilizagdo do arsénio
(COZZARELLI et al., 2016; CHEN et al., 2020; XUE et al., 2020).
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Figura 26. Respiragéo basal do solo em fung&o do uso do solo (Estagéo seca).
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Fonte: Elaborado para este estudo.

A RBS nos trés usos do solo para a estagdo chuvosa foi significativamente
diferente (p-valor=2,5 x10-?) e inferior para os solos urbanos (Figura 27).

Figura 27. Respiragdo basal do solo em fungdo do uso do solo (Estagédo chuvosa).
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Fonte: Elaborado para este estudo.

A evolugdo das incubagdes dos trés tratamentos foi monitorada através da
variagdo do pH e da RBS apds a incubagdo, ndo sendo observada diferenca
significativa entre os tratamentos para nem um dos parametros (pH: p-valor=0,8354;
RBSf: p-valor=0,8022). A figura 28 apresenta a dindmica da degradagdo dos
contaminantes gasolina e diesel, estimados a partir do modelo exponencial, para as

duas campanhas. Nos dois tratamentos e campanhas, a RBS apresentou um
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decréscimo apos os 21 dias de incubagdo o que, a partir do modelo de dinamica
adotado, assumiu-se que foi gradual, visto que 0 modelo assume que a taxa de
biodegradagdo € proporcional a quantidade de matéria orgénica biodisponivel,
diminuindo com o decaimento desta. Padrdo similar foi encontrado para solos de
florestas em clima tropical durante a degradagdo da matéria organica do solo (ZHOU
et al., 2017).

Figura 28. Dindmica da degradacg&o dos contaminantes gasolina e diesel por campanha, estimados a
partir do modelo exponencial.
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Fonte: Elaborado para este estudo.

A partir dos modelos descritos acima, a EB média para os tratamentos foi
calculada, sendo estimada em 7,01% £ 3,06 para gasolina e 7,35% * 3,28 para diesel,
na estacdo seca. A EB teve uma reducéo expressiva na estacdo chuvosa quando
comparada com a estagao seca, sendo 3,71% * 1,37 para gasolina e 3,68% + 1,28
para diesel. Com adigao de indculo de micro-organismos resistentes a contaminagéo
por gasolina e umidificagdo do solo a cada 12 dias, Bahmani et al. (2018) obtiveram
uma biodegradagdo de 30% da gasolina em 90 dias. Trindade et al. (2005)
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observaram uma eficiéncia de biodegradagao para solos recentemente contaminados
de aproximadamente 1% para 41 dias de incubag¢ado, sem adigdo de micro-organismos
ou nutrientes. No entanto, as autoras pontuam que a elevada concentracdo de
hidrocarbonetos do petroleo adicionadas as amostras (6,8%), pode ter comprometido
o crescimento e poder de biodegradagdo dos micro-organismos do solo. Visto que a
eficiéncia de biodegradagao é diferente para cada um dos compostos presentes na
gasolina e diesel, em um periodo de 72 horas e em diversos tratamentos diferentes
(com e sem indculo de micro-organismos ou adi¢do de nutrientes), Cunha e Fereira
Leite (2000) encontraram uma eficiéncia de biodegradacéo de até 50% para tolueno,
etilbenzeno e hidrocarbonetos alifaticos de até 13 carbonos.

Apesar de uma estimativa, a EB calculada encontra-se dentro de uma faixa de
EFB esperada para o periodo de tempo estudado e fornece uma dimensao da EFB
em que a mobilizacdo de arsénio pode ocorrer. O declinio nas taxas de respiracdo do
solo apds 21 dias de incubagao apesar de apenas uma pequena fracdo total dos
contaminantes organicos adicionados terem sido biodegradados, sugere que uma
parte expressiva dos contaminantes foi retido pela matéria orgénica do solo ou fragéo

mineral, ndo estando biodisponivel.

5.8 Analise multivariada (PCA)

Para avaliar interagdes entre multiplas variaveis, as amostras também foram
analisadas por meio de analise multivariada de dados, conforme observado nos
graficos de PCA nas figuras 29, 30, 31 e 32.

Na figura 29, observa-se que a condutividade elétrica é o principal parametro
positivamente relacionado a concentragcédo de As(lll) extraivel em agua no tratamento
gasolina, sendo teor pseudo-total de Mn e coeficiente metabdlico do solo os
parametros negativamente relacionados a concentragdo de As(lll) extraivel em agua
no tratamento gasolina e positivamente relacionados a concentragdo de As(lll)

extraivel em agua no tratamento controle.
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Figura 29. Analise dos Componentes Principais para a concentragéo de As(lll) no tratamento gasolina
(Estacao seca). Parametros da PCA: AslIl.C: concentragdo de As(lll) no tratamento Controle; Aslll.G:
concentragao de As(lll) no tratamento Gasolina; SOM: matéria organica do solo; qCO2: coeficiente
metabdlico do solo; CE: condutividade elétrica na solugéo do solo.
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Fonte: Elaborado para este estudo.

No tratamento diesel, o pH €& um importante parametro positivamente

relacionados a concentracao de As(lll) extraivel em agua (Figura 30).
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Figura 30. Analise dos Componentes Principais para a concentragéo de As(lll) no tratamento diesel
(Estacao seca). Parametros da PCA: AslII.C: concentragédo de As(lll) no tratamento Controle; Aslll.D:
concentragao de As(lll) no tratamento Diesel; SOM: matéria organica do solo; qCO2: coeficiente
metabdlico do solo; CE: condutividade elétrica na solugéo do solo.
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Fonte: Elaborado para este estudo.

Na figura 31 e 32, observa-se que as concentragdes de As(V) nos tratamentos
controle e gasolina, e controle e diesel, respectivamente, estdo positivamente
relacionadas, ndo sendo evidente a relagao destas concentragbes com nenhum outro

parametro do solo estudado.
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Figura 31. Analise dos Componentes Principais para a concentragéo de As(V) no tratamento gasolina
(Estacéo seca). Parametros da PCA: AsV.C: concentragéo de As(V) no tratamento Controle; AsV.G:
concentragao de As(V) no tratamento Gasolina; SOM: matéria organica do do solo; qCO2: coeficiente
metabdlico do solo; CE: condutividade elétrica na solugéo do solo.
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Fonte: Elaborado para este estudo.
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Figura 32. Analise dos Componentes Principais para a concentragdo de As(V) no tratamento diesel
(Estacdo seca). Parametros da PCA: AsV.C: concentragéo de As(V) no tratamento Controle; AsV.D:
oncentragao de As(V) no tratamento Diesel; SOM: matéria organica do solo; qCO2: coeficiente
metabdlico do solo; CE: condutividade elétrica na solugéo do solo.
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Os PCAs foram capazes de explicar de 44,9 a 45,7% da variagdo das amostras.
No entanto, os PCAs corroboram os resultados obtidos a partir da Estatistica Classica
(Teste Kruskal-Wallis), sendo que é possivel observar que ndo houve separagao entre
os tratamentos gasolina e controle e entre os tratamentos controle e diesel para As(V).
No entanto, essa diferengca € acentuada para As(lll). Para o tratamento gasolina
(Figura 28), a relagéo positiva entre a condutividade elétrica e a concentragéo de
As(lll) em solugéo pode indicar que competicdo com outros ions (e.g. metais, SO4?,
PO.-2, CI) pode estar contribuindo para a mobilizagdo do arsénio da fase solida.
Relacao similar foi reportada anteriormente na literatura, sendo que Anawar et al
(2001) observaram uma correlagao linear significativa (R>=0,85) entre a concentragéo
de arsénio e a condutividade elétrica em aquiferos ndo confinados em uma area
contaminada em Bangladesh.

Por sua vez, o teor semi-total de Mn e atividade metabdlica microbiana
aparecem negativamente correlacionado com a concentragdo de As(lll) em solugcéo

nos solos contaminados com gasolina, mas positivamente relacionados a



94

concentragdo de As(lll) em solugdo nos solos controle. Uma vez que o Mn é um
componente importante na fase mineral do solo como 6xidos e hidréxidos, poderia se
esperar uma relagado negativa deste elemento com a concentragéo de arsénio labil.
No entanto, o mesmo deveria ocorrer para Al e Fe, sendo que ambos elementos néo
apresentaram uma relagdo negativa expressiva. Ainda, se os oOxidos de Mn
estivessem sendo um mecanismo de retencdo do arsénio, este deveria ocorrer
igualmente para o As(lll) no tratamento controle. No entanto, observa-se uma relagao
positiva entre o As(lll) no tratamento controle e o Mn. Segundo Scott e Morgan (1995),
oxidos de Mn pouco cristalizados podem aumentar a taxa de oxidag&do de As(lll),
sendo a meia-vida desta espécie reduzida para 10 a 20 minutos. Sendo uma razao
entre a respiragéo do solo e o tamanho da comunidade microbiana (BMS), a atividade
metabdlica do solo indica em que nivel de estresse a comunidade microbiologica se
encontra, visto que, quanto mais alto, mais a degradagdo de matéria organica esta
sendo realizada por um numero limitado de individuos. Na auséncia de micro-
organismos ou em solos em que a comunidade microbiolégica encontra-se em
condicdes de estresse, a oxidacdo em fase sélida por 6xidos de Mn pode ser uma
importante forma de oxidagao abidtica do As(lll) (BOWELL et al., 2014). Desta forma,
o As(lll) que é reduzido pelo metabolismo dos micro-organismos no tratamento
gasolina, pode estar sendo reoxidado em solos com alto teor de Mn, em solos que
apresentaram estresse metabdlico.

Para o tratamento diesel (Figura 29), observa-se que o pH apresenta uma
relagdo positiva com a concentragcdo de As(lll). Os teores pseudo-totais de Fe e Al
apresentaram um papel expressivo, possivelmente por que o Mn e a atividade
metabolica ndo apresentaram relagdo com a concentracao de As(lll) neste tratamento.

N&o foi observada relagcéo entre as concentragbes de As(V) e demais variaveis
para o tratamento gasolina. Relagdo negativa entre Mn e atividade metabdlica do solo

foi observada para As(V) no tratamento diesel.

5.9 Expressao de genes funcionais

As figuras abaixo mostram géis de eletroforese com os produtos do PCR
realizado com os primers funcionais especificos para a amplificagdo do gene ArsB
(Figura 33) e acr3.1 (Figura 34), ambos associados a resisténcia ao arsénio, comum

em microbiotas de ambientes com altas concentragdes deste elemento.
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Figura 33. Gel com os produtos de PCR para o gene ArsB.
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Fonte: Elaborado para este estudo.

De acordo com as imagens dos géis, nenhuma banda foi encontrada para o
gene ArsB enquanto o gene acr3.1 foi encontrado e amplificado em 24 das 25

amostras analisadas.
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Figura 34. Gel com os produtos de PCR para o gene Arc3.1.
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Fonte: Elaborado para este estudo.

DESOEUVRE et al. (2016), em um estudo da diversidade da microbiota
presente em aguas de rios, reportou a expressdao do gene ArsB apenas para locais
com pouca variagao das condi¢dées do meio, como pH, teor de Fe, Al, entre outros;
enquanto a expressao do gene acr3.1 foi reportada para a microbiota proveniente de
ambientes de condigdes mais generalistas. Estes genes foram reportados como
associados a um dos dois processos que resultam na reducéo de As(V) no meio, visto
que esta espécie pode tanto ser utilizada como aceptora de elétrons em condi¢cdes
anaerdbicas quanto sofrer reducéo intracelular, desta vez, em condi¢des aerdbicas.

Na figura 35, pode-se observar a amplificagdo do gene associado a oxidagao
do arsénio, o aoxB, encontrada para apenas uma das amostras, a P2.
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Figura 35. Gel com os produtos de PCR para o gene aoxB.
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Fonte: Elaborado para este estudo.

Na figura 36, observa-se as bandas relativas a amplificagdo durante o PCR
realizado com os primers funcionais para o gene ArrAb, relacionado a respiragéo
utilizando arsénio como aceptor de elétrons. Houve amplificagdo para as amostras
P19 e P22 (mais ténue). As duas amostras em que houve a amplificagdo foram as
mesmas que apresentaram concentragéo de arsénio no extrato de saturagdo menor

no tratamento de contaminag&o por gasolina que no controle.
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Figura 36. Gel com os produtos de PCR para o gene arrAb.
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Fonte: Elaborado para este estudo.

Na figura 37, observa-se a amplificacdo realizada com os primers funcionais
para o gene ArsM, relacionado a metilagdo arsénio, das formas inorgénicas para as
organicas, volateis. Em 11 das amostras avaliadas (P4, P10, P11, P12, P13, P15, P16,
P17, P18, P23, P24) foi observada a presenga do gene.
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Figura 37. Gel com os produtos de PCR para o gene arsM.
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Fonte: Elaborado para este estudo.

Nos solos que foi encontrada a expressao do gene ArsM, a concentragdo no
tratamento controle foi significativamente mais baixa para As(lll) (p-valor=0,0078) e
As(V) (p-valor=0,0488). No entanto, ndo foi observada diferenca significativa para
ambas as espécies nos tratamentos gasolina e diesel (Figura 38)
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Figura 38. Concentragéo das espécies de arsénio em fungédo da expressdo do gene ArsM nos trés
tratamentos (Solos da campanha Estagao seca).
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Fonte: Elaborado para este estudo.

Este resultado evidencia que a metilagdo € um mecanismo importante na
regulagao da concentragéo de As(lll) nos solos controle, mas que, apos a adigao dos

contaminantes organicos, a metilagdo deixa de ser um processo eficiente.
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6 CONCLUSAO

Os solos coletados apresentaram grande variagdo em relagdo ao carbono
organico, nas fragdes totais e dissolvidas. Também foi observada grande variagdo no
enriquecimento do arsénio nas amostras. Quanto a textura, todos os solos
apresentaram textura média, no entanto esta textura tem sido reportada como ideal
para o objetivo deste estudo, visto que apresentam melhores condi¢gdes de aeragéo
do solo quando comparados com solos de textura argilosa e maior atividade biolégica,
maior capacidade de troca catidnica e menor migracgao vertical dos contaminantes em
comparagao com solos de textura arenosa.

A adicdo de gasolina e de diesel aos solos superficiais resultou no aumento da
extragdo da concentragédo de arsénio em agua nos solos superficiais. O aumento da
mobilidade do arsénio em solo na presenca dos contaminantes, apesar de
significativo, foi menos expressivo quando comparado com outros sistemas (aquifero
e areas umidas) e quando comparado com outras fontes de matéria organica
(biocarvao e serapilheira). A sazonalidade n&o influenciou na faixa de concentragcao
do arsénio extraivel em agua, mas influenciou significativamente a eficiéncia da
reducéo do As(V). A respiragao basal do solo foi a principal variavel de influéncia na
mobilidade de As(lIl). Uma taxa de biodegradacédo de aproximadamente 7% foi o
suficiente para tornar fragdes de As(lll), antes imobilizadas pela fase solida, em
soluveis para 60% dos solos estudados. A metilagdo, importante fator de regulagéo
da concentragdo de As(lll) em solos ndo contaminados, n&o foi significante quando
gasolina ou diesel foram adicionados aso meio. O teor de Mn no solo pode ser um
importante mecanismo de oxidagao abiotica, controlando a concentracéo de As(lll).

As amostras de solos do tratamento controle apresentaram apenas a
capacidade de mobilizar mais acentuadamente o arsénio de origem antrépica, porém
a adicado da gasolina e do diesel resultou no aumento da mobilidade do arsénio em
solos de outras classes, incluindo os de origem litogénica.

Foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos para As(lll) no
uso rural e natural do solo, sendo que n&o foi observada diferenga significativa entre
os tratamentos apenas nos solos urbanos. Os dados sugerem que a alta atividade
metabdlica do solo, caracteristica de solo em areas de cultivo, contribuiu para
aumentar a mobilizagdo do arsénio. Ressalta-se que a influéncia de agroquimicos

pode contribuir direta ou indiretamente para o aumento da mobilizagao do arsénio, por
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meio de modificagdo na comunidade microbiana, competigdo por sitios de ligagdo no
solo ou influencia em parametros fisico-quimicos do solo, sendo que estudos
aprofundados em relagdo aos mecanismos influenciadores em solos rurais ainda séo
necessarios. O estudo destes mecanismos apresenta grande importancia tendo em
vista que solos utilizados para atividades agricolas podem ser particularmente
susceptiveis a mobilizagdo do arsénio apds a contaminagdo com gasolina e diesel. O
aumento da mobilidade do arsénio extraivel em agua apods a introdugdo dos
contaminantes organicos, incluiu majoritariamente espécies inertes, ndo influenciando
nas concentragoes labeis do elemento. Mesmo com a presenca dos contaminantes,
as fragdes labeis de arsénio permaneceram controladas pelo teor de COD,
naturalmente presente no solo. Desta forma, nas condigbes deste estudo, o aumento
da mobilidade do arsénio tem implicagdes mais sérias em relagcdo a lixiviagdo do

arsénio que a absorg¢do do elemento por plantas.
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