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RESUMO

MARTINS, Catia de Paula, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de
2015. Avaliagao da biodegradagao de compostos BT da gasolina, com e
sem a adigdo de etanol, em solos residuais de gnaisse por meio de
ensaios em colunas. Orientadora: Izabel Christina D’Almeida Duarte de
Azevedo. Coorientadores: Patricia Osterreicher-Cunha, Euripedes do Amaral
Vargas Jr. e Wander Rodrigues da Silva.

A contaminagcdo do meio ambiente por hidrocarbonetos esta, muitas vezes,
relacionada a pequenos e continuos vazamentos dos tanques de estocagem
de combustiveis em postos de abastecimento. Além dos danos ao meio
ambiente, a presenca de hidrocarbonetos no subsolo constitui um risco para a
populagdo. Em contato com a agua do solo, os compostos da gasolina, dentre
os de maior interesse os BTEX, se dissolvem parcialmente sendo os primeiros
contaminantes a atingir o lencgol freatico. Pesquisas indicam a degradacéo
biolégica como sendo o principal mecanismo para a minimizagao das
caracteristicas toxicas desses poluentes. Esta pesquisa se propde a avaliar a
biodegradagdo de benzeno e tolueno em dois solos residuais de gnaisse com
caracteristicas distintas, em escala de laboratoério. Para isso, foram projetadas
e construidas colunas em PVC, por meio das quais se coletaram as amostras
indeformadas dos solos. A cada coluna estava acoplado um frasco Mariotte,
onde a solugao contaminante, composta por agua, benzeno e tolueno, com e
sem etanol, era acondicionada. Para evitar a percolagdo por caminhos
preferenciais, a injecdo da solugao através da amostra de solo ocorria em fluxo
ascendente. Com base nos resultados de atividade microbiana e parametros
fisico-quimicos (pH e Eh), em amostras de solo coletadas em pontos de
monitoramento pré-estabelecidos nas colunas, pode-se sugerir a ocorréncia de
processos aerobios e/ou anaerdbios de biodegradacdo ao longo do tempo.
Valores de potencial redox na faixa de reducéo do ferro e observagdes visuais
da precipitacdo do ferro sugerem a mobilizagdo do ferro como aceptor de
elétrons pelos microrganismos. As caracteristicas dos solos demonstraram

influéncia nesse processo nos ensaios.
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ABSTRACT

MARTINS, Catia de Paula, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2015.
Evaluation of the biodegradation of gasoline compounds BT, with and
without the addition of ethanol, gneiss residual soils by tests in columns.
Advisor: Izabel Christina D’Almeida Duarte de Azevedo. Coadvisors: Patricia
Osterreicher-Cunha, Euripedes do Amaral Vargas Jr. e Wander Rodrigues da
Silva.

The environmental contamination by hydrocarbons is often related to small and
continuous leaks from fuel storage tanks at service stations. Besides the
damage to the environment, the presence of hydrocarbons in the subsurface
deserves particular attention when it happens in urban areas, since it
constitutes a risk to the population. In contact with water in soil, the gasoline
constituents, among the most interesting BTEX, partially dissolve, being the first
contaminants to reach the groundwater. Research indicates biological
degradation as the main mechanism for minimizing the toxic characteristics of
these pollutants. This thesis aimed to the construction and monitoring of
lysimeters (PVC columns) of undisturbed residual gneissic soils, a Vigosa -MG
and other Duque de Caxias — RJ, subjected to vertical upward flow of a solution
composed of water, benzene and toluene, with or without ethanol, in order to
assess the biodegradation of these compounds. Based on the results of
analysis of microbial activity and physicochemical parameters on samples of
soils collected from pre-established monitoring points in the columns, we may
suggest the occurrence of aerobic and/or anaerobic biodegradation processes
over time. Redox potential values in iron reduction zones and visual
observations suggest the mobilization of iron as electron acceptor by
microorganisms. Soil characteristics apparently influenced this process in the

trials.
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1 INTRODUGAO

1.1 Consideracgoes e relevancia do tema

A contaminagdo dos solos e das aguas subterraneas esta muitas vezes
relacionada a vazamentos de combustiveis, gasolina e diesel, entre outros, em
postos de abastecimento e revenda. Nos postos de servigos, as principais
fontes de vazamentos sdo as bombas de abastecimento e os tanques de

armazenamento subterraneos.

Os compostos do grupo BTEX, benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos,
presentes na gasolina, apresentam maior mobilidade em agua, por serem 0s
compostos mais hidrossoluveis do petréleo. Com isso, em um possivel
vazamento de gasolina, esses compostos serdo os primeiros a percolar o solo
e atingir o lencol freatico ou aquifero, acarretando efeitos nocivos a saude

humana e ao ecossistema.

Além dos danos ao meio ambiente, a presenca de hidrocarbonetos no subsolo
merece particular atengdo quando acontece em zonas urbanas, ja que constitui
um risco para a populagdo. As vias mais comuns pelas quais esses
contaminantes podem entrar em contato com as pessoas sao por concentracao
de gases em estruturas enterradas, como os dutos de distribuigdo de agua, luz,
gas, esgoto, aguas pluviais, telefonia, etc. (CORAPCIOGLU et al., 1987).

As diferentes caracteristicas das substancias, densidade, solubilidade, peso
molecular, coeficiente de particdo carbono organico e octanol/agua e presséo
de vapor, definem suas taxas de volatilizagdo, solubilizacdo e retencdo. A
volatilizacdo de compostos contaminantes oferece risco direto aos seres
humanos devido a provavel inalagcdo destas substancias. Por outro lado, a
solubilizagdo pode constituir uma ameacga a qualidade das aguas subterraneas,
enquanto que sua retencao pelas particulas soélidas do solo pode oferecer
perigo ao se tornar disponivel ao meio, ao longo do tempo (CORSEUIL,
MARINS, 1998; ZHENG et al., 2002).

As necessidades mundiais de criar alternativas para a reducdo do consumo

dos combustiveis derivados de petréleo levaram a adicdo de produtos

1



oxigenados, como os alcoois (etanol e metanol) e éteres, a gasolina automotiva
brasileira (SANTOS, 1998). Hoje, este procedimento ainda se justifica com
base nos problemas ambientais ja constatados pela emissdo de quantidades
consideraveis de CO2 na atmosfera pelos combustiveis fosseis. Entretanto, o
etanol é outro composto que adquire importdncia, mesmo nao sendo
classificado como toxico a saude. A sua presencga altera o comportamento da
gasolina em termos de solubilidade, mobilidade e degradagao, tanto no solo
quanto nas aguas subterraneas. Devido ao seu efeito de cossolvéncia, uma
elevada concentragdo de etanol na agua pode facilitar a transferéncia dos
BTEX presentes na gasolina para a fase aquosa, aumentando sua solubilidade
(CORSEUIL, ALVAREZ, 1996; FERNANDES, CORSEUIL, 1997; SANTOS et
al., 1996; ALVAREZ, 1997; CORDAZZO, 2000; OSTERREICHER-CUNHA et
al., 2009).

Evidéncias de campo e laboratério sugerem que muitos dos hidrocarbonetos
monoaromaticos originarios dos vazamentos sao biodegradados naturalmente
antes de alcangcarem um receptor de agua potavel, indicativo de remediagao
intrinseca (MOHAMMED; ALLAYLA, 2000; OSTERREICHER-CUNHA et al.,
2004, 2007; MARTINS et al, 2012). Para a biodegradacao destes compostos é
essencial uma reacdo de oxirredugdo, em que o hidrocarboneto € oxidado
(doador de elétron) e um aceptor de elétron é reduzido. Existem diferentes
compostos que podem agir como aceptores de elétrons, o principal deles € o
oxigénio (O2), em seguida o nitrato (NO3"), os oxidos de ferro, Fe (lll), e o
sulfato (SO4%). Assim, mediante o monitoramento desses indicadores
presentes na agua e da atividade microbiana, é possivel verificar como esta
ocorrendo a biorremediacdo natural de um local contaminado. Além dos
aceptores de elétrons, outras variaveis podem ser relacionadas a processos
bioldégicos, como o pH e o potencial redox (BORDEN et al., 1995; CORSEUIL,
ALVAREZ, 1996; KAO, WANG, 2000; SILVA, 2002; ZWOLINSKI et al., 2000).

Estudos tém abordado a biodegradagcdo dos compostos BTEX-Etanol, ou
técnica de remediagao intrinseca, como alternativa viavel e econémica para a
remediagcdo de solos e aguas contaminadas (CORSEUIL, ALVAREZ, 1996;
CORSEUIL et al, 1997, LOVLEY, 1997; DA SILVA et al., 2002



OSTERREICHER-CUNHA et al., 2004, 2007, FERNANDO, 2010). Neste
contexto, existe a necessidade de obtencdo de um maior numero de dados
técnicos sobre o problema de contaminagdo da subsuperficie por gasolina,
para que se possa compreender melhor a dindmica do processo de
biodegradagao, principalmente em solos brasileiros (tropicais), que apresentam
caracteristicas como o clima, o relevo, o material de origem, a mineralogia, a
estrutura dos solos e a populagdo microbiana diferentes dos solos temperados
tipicos de paises como a Europa e EUA, onde ha extensa experiéncia nesses

estudos.

1.2 Objetivos

Esta pesquisa tem por objetivo principal analisar, de forma geral e em escala
de laboratério, o efeito da biodegradagcdo dos compostos benzeno e tolueno
(BT) na presenca ou n&o de etanol, em solos residuais, sendo um de Vigosa
(MG) e outro de Duque de Caxias (RJ). Os resultados desta analise foram
comparados com trabalhos realizados em solos com as mesmas
caracteristicas. Pretende-se, desse modo, extrair algumas conclusdes acerca
do comportamento da atividade microbiana e influéncia dos solos na

biodegradagao dos compostos.
Entre os objetivos especificos ressaltam-se:

(a) Executar ensaios em escala laboratorial (colunas) em amostras

indeformadas de solos residuais;

(b) Monitorar a ocorréncia do processo de biodegradagao a partir de analises

microbiolégicas e fisico-quimicas; e

(c) Avaliar a biodegradacéao a partir do monitoramento dos compostos benzeno

e tolueno e da mistura benzeno, tolueno e etanol.

1.3 Organizacao da tese

Esse trabalho foi dividido em cinco sec¢des.



A presente secdo aborda a forma pela qual surgiu a ideia desta pesquisa.
Mostra a importancia dos problemas relacionados aos derrames de produtos
derivados de petrdleo para a saude publica e enquadra este tema no cenario
brasileiro. Por fim, apresenta-se a organizacdo do projeto de tese e,

resumidamente, descrevem-se os pontos principais dos diferentes capitulos.

Na secdo 2 apresenta-se uma revisdo bibliografica abordando o problema da
gasolina, assim como as principais caracteristicas desta mistura. Abordam-se
as caracteristicas fisico-quimicas dos BTEX e resumidamente os mecanismos
de contaminagdo no solo, os processos de transporte de massa em meios
porosos e o0s processos de transformacdo. Especial atencdo € dada ao
processo de biodegradacdo. Apresentam-se, ainda, os principais fatores de
influéncia nesse processo e aspectos importantes sobre a presenca do etanol

na gasolina brasileira.

Na secdo 3, descrevem-se as caracteristicas do solo dos pontos de vista
quimico, mineraldgico, fisico, geotécnico e microbiolégico e o desenvolvimento
de um sistema laboratorial para o estudo de contaminacdo do solo.
Apresentam-se o método para a determinagcdo da atividade microbiana e

medi¢des de alguns parametros, como pH e potencial redox (Eh).

Na secdo 4 apresentam-se e discutem-se os resultados das analises e

funcionamento dos ensaios.

Na secédo 5, encontra-se a conclusao geral sobre o trabalho.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta secdo serdo abordados alguns aspectos fundamentais referentes ao
solo, a contaminagao do solo por gasolina, ao comportamento dos compostos

do grupo BTEX e etanol no solo.

2.1 O problema dos solos contaminados

Os solos se originam da decomposi¢cdo das rochas constituintes da crosta
terrestre devido a agdo conjunta dos processos fisicos, quimicos e biolégicos.
Assim, sdo misturas de particulas que se diferenciam pelo tamanho e

composi¢ao quimica (PINTO, 2006).

Em um solo, apenas parte do volume total € ocupado pelas particulas sélidas,
que se organizam formando o arranjo estrutural. O volume restante
corresponde ao chamado de vazios, que geralmente esta ocupado por agua ou
ar. Portanto, o solo é constituido de trés fases: solida, liquida e gasosa (PINTO,

2006). Além disso, tem-se a presenga de microrganismos e matéria organica.

O solo é, portanto, uma complexa mistura na sua composicao e variavel na sua
ocorréncia na natureza e propriedades, que possui importante papel na
subsisténcia humana. A contaminagcdao deste recurso natural pde em risco

muitos elementos fundamentais a sobrevivéncia humana.

Na ocorréncia de contaminacdo de solo, € necessario identificar o tipo de
contaminante, sua concentragdo e determinar as caracteristicas fisicas,
quimicas, microbiolégicas e geotécnicas do local em questdo. Com o
conhecimento destas informacbes € possivel proceder a selecdo de

tecnologias apropriadas para a remediagao da area contaminada.

Entre as fontes possiveis de contaminagdo do solo, os derivados do petrdleo

tém sido muito comuns.



2.2 Contaminagao do solo por gasolina

A partir da crise do petréleo na década de 70, o Brasil experimentou uma forte
industrializacdo e desenvolvimento econdbmico, que exigiram grande
estruturagdo de toda a cadeia produtiva dos derivados de petroleo, desde
novas descobertas de areas de petrdleo e a formacdo de varios poélos
petroquimicos, até o aumento das redes de distribuicdo. Em 2010, segundo a
Agéncia Nacional do Petroleo (ANP, 2010) existiam 14 refinarias, 62 terminais
de armazenamento aquaviarios e 31 terrestres, 508 bases de distribui¢cao, 141
distribuidoras, 36.730 postos de revenda e a comercializacdo de,

aproximadamente, 257 mil m3 dia™! dos principais derivados de petroleo.

Diante de toda essa estrutura na logistica de producédo e comercializagao, as
industrias de petroleo convivem, diariamente, com acidentes ambientais
causados por vazamentos e derrames, e os que acontecem durante a
explotacdo, refinamento, transporte e operacbes de armazenamento do
petréleo e seus derivados (CORSEUIL; MARINS, 1997).

Os combustiveis derivados do petroleo sédo volateis e inflamaveis. Entre eles, a
gasolina é a mais produzida e utilizada no mundo. Sendo assim, ndo é de se
surpreender que seja comum a ocorréncia de incidentes protagonizados por

este combustivel.

Em 2008, o transporte rodoviario foi a principal atividade geradora de
emergéncias quimicas (51,7%), seguido pelo descarte de produtos quimicos
(8%), postos e sistemas retalhistas de combustiveis (7,1%) e industrias (5,5%).
No transporte rodoviario, o destaque foi para os combustiveis automotivos
(34%) e, nos postos e sistemas retalhistas de combustiveis, a maior parte das
ocorréncias envolveu gasolina (70%), que possui em sua composi¢ao, alta

concentracgéo de hidrocarbonetos leves' (CETESB, 2010a).

Outras fontes indiretas de contaminagdo do solo ocorrem a partir das aguas

utilizadas para lavar os pavimentos urbanos, com a presenca de combustivel e

1 Os hidrocarbonetos da gasolina ditos “leves” sdo aqueles que contém de 4 a 12 carbonos em cadeia
linear (60 a 90% do volume) ou em compostos aromaticos (10 a 40% do volume) (FINOTTI et. al, 2001).



Oleos perdidos pelo fluxo diario de automoveis e, a deposigdo de solos

contaminados por derivados de petroleo em aterros.

A gasolina é constituida de uma mistura complexa de hidrocarbonetos, dentre
eles os aromaticos formados por anéis benzénicos, como os usualmente
designados por BTEX, benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos (FINOTTI et al.,
2001; DUARTE, 2003; PETROBRAS, 2010; FETTER, 1992). Estes compostos
chegam a estar presentes em aproximadamente 18% do conteudo da gasolina
padrdao (CHRISTENSEN; ELTON, 1996, citado por SILVA, 2008).

Os BTEX, volateis, dentre os principais compostos da gasolina, s&o os mais
dificeis de serem degradados e estdo entre os que mais facilmente se
solubilizam em agua e, portanto, apresentam maior mobilidade através dos
meios porosos, elevado efeito toxico e consequente biodisponibilidade (SILVA
et al., 2002; CHAPELLE, 1992).

Em caso de vazamento ou derrame, as diferentes fases (vapor, liquida
residual, liquida livre e dissolvida) que a gasolina pode assumir e o
comportamento dessas fases nas zonas saturadas e nao-saturadas do meio
poroso possibilitam a avaliacdo de remediacdo de locais contaminados
(CORSEUIL, MARINS, 1997; DUARTE, 2003).

Aditivos sao adicionados frequentemente a gasolina para melhorar a
octanagem e diminuir a emissdo de monodxido de carbono na combustao, como
os alcoois e éteres. No Brasil, é utilizado o etanol na porcentagem entre 20% e
26%, altamente soluvel em agua. Assim, quando a gasolina entra em contato
com a agua, o etanol passa para a fase aquosa aumentando a solubilidade dos
BTEX, por serem misciveis nos alcoois primarios (metanol e etanol) (SILVA et
al., 2002).

Portanto, a presenca dos BTEX no solo € um indicativo de contaminagcdo. A
identificacdo e quantificacdo destes compostos séo realizadas em laboratério a

partir de amostras devidamente coletadas e armazenadas.

Diversos sao os métodos de identificacdo dos compostos organicos no solo. A
sua utilizacdo € indispensavel para a definicdo e quantificacdo dos

contaminantes presentes no solo nas suas diferentes fases (gasosa, retidos na
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fragdo sdlida e dissolvidos na agua). Entre as técnicas usadas estdo a
cromatografia gasosa (CG/FID — cromatografia gasosa com detector por
ionizagdo de chama e, CG/MS - cromatografia gasosa com espectrometria de
massa), mais frequentemente utilizada, e a cromatografia liquida de alta
resolucéo (HPLC).

As amostras para as analises de CG devem ser preparadas de acordo com as
exigéncias de cada método e da fase a ser estudada. Entre os métodos mais
utilizados no processo de extragdo dos compostos estdo o “purge and trap” e o
de ‘“headspace”. Destaca-se que a coleta das amostras deve ser bem
executada de forma que nao leve a perda dos compostos volateis e,

consequentemente, a ma identificacéo e interpretacédo dos resultados.

A definicdo da necessidade de intervengdo em uma area contaminada por
gasolina ocorre quando os valores aferidos, por meio das técnicas de definicdo
e quantificagdo dos contaminantes presentes no solo, ultrapassam o valor

limite (nivel maximo de concentragao) de um determinado nivel de seguranca.

A Portaria n® 518 de margo de 2004 do Ministério da Saude estabelece niveis
maximos de concentragdo admissiveis para a agua potavel e, a Resolugéo
CONAMA n° 420/2009, para a agua subterranea e o solo.

Técnicas de descontaminacao ou de remediacdo devem permitir a reducéo da
toxicidade, da mobilidade e do volume de contaminantes perigosos nos solos,
agua potavel e subterranea a valores menores do que 0s niveis maximos de
concentracdo admissiveis. Uma destas técnicas, a de biorremediagdo, tem
como estratégia o direcionamento do processo de atenuacgdo natural ou

intrinseca para a remediacdo da contaminagao antropica.

2.3 Consideracdes sobre os BTEX e etanol
2.3.1 Caracteristicas fisico - quimicas

Os hidrocarbonetos sdo compostos organicos que contém apenas o0s
elementos carbono e hidrogénio. O benzeno e os compostos semelhantes em

comportamento quimico sao classificados como compostos aromaticos.



De acordo com Finotti et al. (2001), quanto maior o numero de carbonos menos
volatil € o hidrocarboneto. Além disso, a maior facilidade em ficar adsorvido a
matéria organica (hidrofébicos) e a menor mobilidade do composto no solo

estao, geralmente, associados ao aumento do tamanho da cadeia de carbonos.

Os BTEX e o etanol tém a capacidade de serem adsorvidos na superficie dos
minerais e na matéria organica do solo. Os primeiros s&o altamente volateis.
Em contato com o solo, estes compostos tém comportamentos distintos, que
ditam o transporte no meio poroso, e que sao definidos pelas suas

propriedades fisico-quimicas.

Na Figura 2.1 apresentam-se as férmulas estruturais dos compostos do grupo
BTEX e etanol.

Figura 2.1 - Formulas estruturais dos BTEX e etanol

CH ?%CH
Benzeno Tolueno Etilbenzeno

CH CH CH
@ . @
CH E j Etanol
o-Xilene m-Xileno CH

p-Xileno

Fonte: VIEIRA, 2004

Na Tabela 2.1 encontram-se algumas de suas caracteristicas fisico—quimicas.

A solubilidade € a medida de concentragcdo maxima do composto que se
dissolve em agua pura a uma dada temperatura. Os compostos com elevada
solubilidade séo facilmente transportados pela agua e tendem a ser mais
biodegradaveis. Fatores como a temperatura e a presencga de acidos humicos e
fulvicos tendem a aumentar a solubilidade, enquanto, diminui com a salinidade
(CHIOU et al., 1986).



Tabela 2.1 - Propriedades fisico-quimicas dos BTEX e etanol

Composto  Férmula Sa De Koc  Kow? P, M
(mg L) (g cm?) (mm Hg) (g mol")
Benzeno CeHs 1780 0,88 1,58 2,13 100 78,11
Tolueno CsH1o 500 0,87 2,13 2,65 22 92,14
Etilbenzeno C7He 200 0,87 3,15 3,04 9,5 106,17
Xilenos CsH1o <100 0,86 2,38 3,26 6 106,17
Etanol C2HeO oo 0,79 - -0,30 44 46

Sa — solubilidade em agua; De — densidade especifica; Koc — coeficiente de partigdo carbono organico ou
solo/agua (log); Kow - coeficiente de particdo octanol/agua (log); Pv — pressdo de vapor; Mm — massa
molar; os valores de densidade, Sa e Py foram obtidos a 20°C.

FONTE: CETESB, 2010c; FINOTTI et al., 2001.

A densidade especifica é a razdo entre a densidade do composto e a
densidade da agua. Este parametro representa a capacidade do composto
flutuar na agua. A densidade especifica da gasolina encontra-se entre 0,7 ¢ 0,8
g cm”, permitindo que esta permanecga acima do nivel freatico e siga o fluxo da

agua subterranea.

O coeficiente de partigdo octanol/agua (Kow) € utilizado como medida da
hidrofobicidade de um composto organico e do seu potencial de se distribuir
entre as fases organica e aquosa. Quando combinado com o teor de matéria
organica pode servir para prever a quantidade retida no solo e o fator de

retardamento do movimento através da agua (FETTER, 1993).

O coeficiente de particdo carbono organico/agua (Kco) € a medida da tendéncia
de um composto orgéanico ser adsorvido na matéria organica do solo. Sendo
assim, quanto maior for Kco menor € a mobilidade e maior € a adsorgdo em

solos com matéria organica (FETTER, 1993).

A pressao de vapor de uma substancia pura na fase liquida € a presséo do gas

em equilibrio com o liquido a uma dada temperatura. Esta representa a

2 O coeficiente de partigdo octanol/agua (Kow) € uma medida para predizer a tendéncia de uma substéncia
distribuir-se entre o octanol (substancia orgénica) e a agua.
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tendéncia dos compostos para a evaporagao. Sendo assim, quanto maior for

este parametro maior é a tendéncia a volatilizacdo (FETTER, 1993).

De acordo com a Tabela 2.1, os BTEX tém densidades inferiores a 1 g cm™.
Dentre os BTEX, o benzeno € o composto mais soluvel em agua. Assim, tem a
tendéncia de ocorrer quantidade superior a dos outros compostos na agua do
solo e nas aguas subterraneas. Além disso, apresenta um valor baixo do
coeficiente de partigdo no carbono organico (Koc)® 0 que indica menor tendéncia
em ficar adsorvido na matéria organica e, consequentemente, alta mobilidade.
Dessa forma, em contato com o solo, além de evaporar devido a maior pressao
de vapor (Pv), parte infiltra no solo podendo alcangar a agua subterrénea
(FINOTTI et al.,, 2001). Pode biodegradar em condi¢bes aerdbias e, ou

anaerobias.

O tolueno, em contato com o solo, apresenta comportamento similar ao do
benzeno e na agua também pode se perder por volatilizagdo ou
biodegradacgao. Este ultimo processo pode ser rapido em condi¢cdes aerdbias.
Entretanto, se estiver presente em altas concentragdes, pode ser toxico aos

microrganismos, dificultando a biodegradacao (FINOTTI et al., 2001).

No solo, os xilenos, sao relativamente moveis, apresentando de moderada a
baixa adsor¢do. Podem ser altamente volateis e se infiltrar, alcangando a agua
subterranea, apdés um derramamento de gasolina no solo. Estdo sujeitos a
degradacao natural, porém podem persistir na agua por alguns anos. Na agua,
a maior fonte de remocao deste composto € por volatilizacdo (FINOTTI et al.,
2001).

O etilbenzeno apresenta moderada solubilidade e tendéncia a adsorver nos
solos, o que indica que pode ser lixiviado até a agua subterranea. E
biodegradavel e volatil (FINOTTI et al., 2001).

O conhecimento das propriedades fisico-quimicas dos BTEX e do etanol é de

grande importancia, ja que auxiliam na interpretacdo dos resultados obtidos na

3 O coeficiente de particdo de carbono organico (Koc), também conhecido como coeficiente de partigéo
solo/agua ou coeficiente de adsorcdo, € a medida da tendéncia de um composto organico para ser
adsorvido pelos solos.
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fase de avaliagdo do grau de contaminagdo de uma area e na selegcdo das

tecnologias de tratamento de solos adequadas a situagéo.

2.3.2 Toxicidade

De acordo com a norma American Society for Testing and Materials, o
benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos séo classificados como toxicos (ASTM,

1995). O etanol € um composto atoxico.

Apresentam-se, em seguida, algumas informacdes sobre a toxicologia desses

compostos a saude humana.

Benzeno

A maior fonte de exposicdo ao benzeno esta relacionada aos vazamentos de
combustiveis derivados de petréleo. Entretanto, o benzeno puro pode entrar no

meio ambiente através de derramamentos por outras atividades industriais.

O benzeno consta na lista especial de substancias prejudiciais a saude por ser
capaz de induzir cancer em consequéncia de exposicado aguda ou crdnica
(como leucemia) (ASTM, 1995).

Pessoas que realizam atividades de drenagem de bombas, abastecimento de
veiculos, amostragem e andlise de gasolina e medi¢des de tanques
subterraneos em postos de combustiveis se expdem a contaminagao por
benzeno e outros derivados da gasolina. No entanto, muitos desses individuos

sequer tém nogéo do perigo a que estao sujeitos.

Tolueno

Diversas sao as fontes de exposicdo ao tolueno. Dentre elas estdo os
vazamentos de gasolina, a sua combustao nos veiculos automotores e 0 uso

de solventes a base de tolueno (tintas, resinas, colas e etc.).

A exposicao ao tolueno pode irritar os olhos, nariz e garganta. A ingestao pode
causar irritagdo da boca e faringe, vémitos, dores abdominais e diarréia. A
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exposicao prolongada pode causar ressecamento e rachadura da pele, perda

de apetite, nausea e danos aos rins e figado (TIBURTIUS et al., 2004).

Xilenos

As fontes de exposicdo aos xilenos podem ser advindas de vazamentos de
gasolina e utilizagdo de solventes. Esse composto tem sido cada vez mais

utilizado como o substituto mais seguro do benzeno (FINOTTI et al., 2001).

Os sintomas da contaminagéo por xilenos séao irritacdo das membranas das
vias respiratorias, problemas estomacais, perda de apetite, perda de memoria,
disturbios do humor e do equilibrio. Pode até levar a morte por depressao do
sistema nervoso central, como consequéncia da parada respiratéria (RIBEIRO,
2005).

Etilbenzeno

Os riscos a saude, devido a exposicao aguda a esse composto, sao tonteiras,
delirios, dores de cabega, coma e até morte. Também pode irritar os olhos,
nariz e garganta. Os efeitos podem ocorrer algum tempo apds a exposigéo e

podem permanecer por meses ou anos (RIBEIRO, 2005).

2.3.3 Legislagao

De acordo com a Portaria n°® 518 de margo de 2004 do Ministério da Saude, os
valores maximos permitidos para os diferentes hidrocarbonetos
monoaromaticos quanto a potabilidade da agua sado: 5 uyg L-! para o benzeno,
170 ug L' para o tolueno, 200 pg L' para o etilbenzeno e 300 yg L' para o
xileno (MS, 2004).

Na Tabela 2.2 apresentam-se os valores orientadores estabelecidos pela
Resolugao CONAMA n° 420 de 28 de dezembro de 2009 para a protecao da
qualidade dos solos e das aguas subterraneas contaminados pelos compostos
dos grupos BTEX.
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Tabela 2.2 - Valores orientadores maximos para solos e aguas subterraneas

Solos peso seco Agua subterranea
(mg kg'") (nL)
Intervencdo  Intervencdo Intervengao

Substancia VRQ VP Agricola industrial residencial Intervencéao
Benzeno NA 0,03 0,06 0,15 0,08 5
Tolueno NA 0,14 30 75 30 700
Etilbenzeno NA 6,20 35 95 40 300
Xilenos NA 0,13 25 70 30 500

NA - ndo se aplica a substancias organicas; VRQ — valor de referéncia de qualidade;
VP — valor de prevengéo.
Fonte: CONAMA, 2009

2.4 Dinamica de contaminagao

2.4.1 Migracao dos BTEX-etanol no subsolo

A gasolina, ao ser liberada para o ambiente em vazamentos de tanques de
armazenamento subterréaneos (TAS), por exemplo, migra verticalmente pela
zona nao saturada através dos poros interligados, sob a influéncia da forga
gravitacional, com velocidade maior que a da agua, expulsando a agua
intersticial e o ar. Paralelamente ao movimento em profundidade, o
contaminante sofre também um espalhamento lateral por efeitos capilares, que

ocorre de forma irregular devido a heterogeneidade do solo (GUIGUER, 2000).

De acordo com Guiguer (2000), a fase composta pelos hidrocarbonetos recebe
a denominacao de NAPL (non-aqueous phase liquid) ou fase liquida nao
aquosa. De acordo com a densidade do hidrocarboneto existem dois tipos de
NAPLs:

e LNAPL (light non-aqueous phase liquid ou fase liquida n&do aquosa leve),
caracterizada por possuir densidade menor que a agua. Os hidrocarbonetos
presentes na gasolina e 6leo diesel recebem esta classificagao.
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e DNAPL (dense non-aqueous phase liquid ou fase liquida ndo aquosa densa),
caracterizada por possuir densidade maior que a agua, como O0s

hidrocarbonetos clorados.

Por apresentar compostos com caracteristicas diferentes, como volatilidade e
solubilidade, a gasolina, em contato com o solo pode ser encontrada em quatro

diferentes fases que regulam o processo de migragao do soluto:

(a) vapor. apresenta-se como vapor nos poros do solo, condensa e adsorve na

superficie solida ou dissolve-se na agua do solo;

(b) liquida residual: residuo liquido relativamente imével migra pela zona nao

saturada e é parcialmente retido entre as particulas sélidas do solo;
(c) liquida livre: quando atinge o lencol freatico passa a flutuar sobre o mesmo;

(d) dissolvida: presente na superficie sélida do solo formando peliculas ou
quando atinge o nivel d’agua subterraneo forma a chamada pluma de

contaminagao, conforme ilustrado na Figura 2.2.

A particdo entre as fases € determinada pelos fenbmenos da dissolucao,
volatilizacdo e adsorcao (CORSEUIL et al., 1996; GUIGUER, 2000; USEPA,
2003b; DUARTE, 2003).

Os hidrocarbonetos soluveis presentes na LNAPL, como os BTEX e etanol, sao
dissolvidos na agua de infiltragcdo e transportados até a zona saturada. Essas
substancias formam uma pluma que se distribui pelos mecanismos de
transporte difusdo e adveccdo. Muitos dos hidrocarbonetos tendem a ser
volateis, assim o gas sofre particdo de modo que uma parte fica retida no solo
e outra migra para o ar. O gas, quando presente na zona nao saturada, pode
retornar para a fase liquida por condensacao a depender das condi¢des fisico-
quimicas (FERREIRA, ZUQUETTE,1998; GUIGUER, 2000).

Produtos como a gasolina, querosene e alguns 6leos sdo encontrados como
produtos livres sobre o topo da franja capilar em razdo da baixa densidade da
LNAPL, que flutua quando proxima ao nivel da agua subsuperficial (zona de

capilaridade).
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Figura 2.2 - Diferentes fases dos hidrocarbonetos da gasolina presentes nas

zonas insaturada e saturada
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Fonte: GUIGUER, 2000

Na Figura 2.3 é ilustrado o comportamento da contaminagado da subsuperficie
pela gasolina apdés um vazamento em tanque de armazenamento até a

formacgao de uma pluma de contaminagao.

A percolagdo dos BTEX no solo pode ser retardada por sor¢édo nos graos de
solo, principalmente se o solo apresentar alto teor de matéria orgéanica
(JACQUES et al,, 2007). Entretanto, o principal mecanismo que limita o
transporte dos BTEX € a biodegradagdo e em menor escala a volatilizagao
(WIEDEMEIER et al., 1996; COURSEUIL, MARINS, 1997).

A presenga de etanol na gasolina € um fator relevante na biodegradagao dos
BTEX, ja que é degradado preferencialmente pelos microorganismos (DEEB,
R. A. et al., 2002).
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A biodegradacdo deve ocorrer em velocidade maior que o fluxo de agua
subterranea para garantir a redugdo da pluma de contaminagao. O tipo e a
concentracdo do contaminante, a atividade microbiana e alguns parametros
hidrogeoquimicos (pH e Eh) sao fatores importantes nesse processo (SILVA,
2002).

Figura 2.3 - Evolugao da contaminagao por hidrocarbonetos na subsuperficie
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Fonte: USEPA, 2003b
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2.4.2 Transporte de solutos em meios porosos

O movimento de contaminantes na subsuperficie ndo depende apenas do fluxo
de fluido no qual essas substancias estdo dissolvidas, mas de mecanismos
que, por sua vez, dependem de processos fisicos, quimicos e bioldgicos, aos
quais estas substancias sdo submetidas, e que controlam a sua particao,
mobilidade, retengdo e transformacdo (FREEZE, CHERRY, 1979; GILHAM,
1987).

Na Tabela 2.3 apresentam-se os mecanismos de transporte e atenuagao de

contaminantes.

Tabela 2.3 - Mecanismos de transporte e atenuagdo de contaminantes

Mecanismos de transporte Mecanismos de atenuagéo
Processos fisicos Processos quimicos Processo bioldgico
Advecgao Sorcao (Adsorgao, Absorgao Decaimento bioldgico

e Sorgao hidrofdbica)
Dispersao mecanica Volatilizagédo
Difusdo molecular Cossolvéncia
Retencgéo fluida Oxirredugao

Transporte coloidal Decaimento radioativo

Hidrolise

Complexagéao

Precipitagcao

Fonte: Adaptado de CAMPOS, 2001

De acordo com Freeze & Cherry (1979), os principais mecanismos que
influenciam o transporte de solutos organicos na agua subterrdnea sado a
adveccao, a dispersao e a difusao, responsaveis pela descricdo do movimento,
€ 0s mecanismos de atenuacdo como a sor¢ao e transformacgdes por reacdes
quimicas ou interagdes microbiologicas, conhecidos como retardamento (ou
aceleragao) e decaimento, responsaveis pela alteragdo do comportamento e
das concentragdes dos solutos na agua subterranea.

18



Os mecanismos de transporte e atenuagdo de soluto estdo diretamente

relacionados as caracteristicas do contaminante, do meio poroso e da condigao

ambiental, algumas das quais estao apresentadas na Tabela 2.4.

Tabela 2.4 - Fatores de intervengao no transporte e atenuagao de soluto

Caracteristicas do
contaminante

Caracteristicas do meio
poroso

Variaveis ambientais

Tipo de poluente (substancia
dissolvida)

Concentracao das

substancias presentes

Densidade, viscosidade,
solubilidade (influéncia da
temperatura)

Polaridade (relacionada a
constante dielétrica)

Demanda Bioquimica de
Oxigénio (DBO)

Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO)

Solubilidade

Cossolvéncia

Volatilidade

Pressao de vapor

pH

Potencial idbnico

Tipo de solo (origem,
formacao, etc)

Mineralogia (tipo de minerais

argilicos)

Granulometria

Estrutura do solo

Capacidade de troca idnica

Tipo de cations adsorvidos

Tipo e teor de matéria
organica presente

indice de vazios

Grau de saturagao

Condic¢des hidrogeologicas
(antes e apos a disposigéo)

Temperatura (variagdo no
tempo e com a profundidade)

Condigdes
aerdbias/anaerdbias

Potencial de oxi-reducao

Microorganismos presentes

Fonte: Adaptado de AREAS, 2006; DE CAMPOS, 2001
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2.5 Técnicas de remediagao de hidrocarbonetos

Em funcdo da crescente demanda em relagdo ao gerenciamento de areas
contaminadas, grandes avangos tém ocorrido nas ultimas décadas nos estudos

que visam a recuperagao ambiental.

Diversas sao as tecnologias de remediagdo de locais contaminados por
hidrocarbonetos de petréleo que tém sido desenvolvidas e encontram-se
disponiveis para descontaminar o solo e a agua subterranea, restaurando a
sua qualidade. A selecdo da tecnologia a ser utilizada baseia-se no
conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas da substancia, volume
vazado para a subsuperficie, tempo de vazamento, caracterizagdo geoldgica e
hidrogeoldgica do local, analise do meio fisico superficial e subterraneo e
extensdo da pluma de contaminacao (SPILBORGHS, 1997)

De acordo com Chapelle (1993), a contengéo e a remogéo do produto livre s&o
realizadas através de sistemas de pogos ou trincheiras de bombeamento e
para a remogao do produto adsorvido ao solo na zona n&o saturada e
dissolvida na agua subterranea existem diferentes técnicas, relacionadas na
Tabela 2.5.

As técnicas de remediacdo da zona nao saturada e saturada podem ser
realizadas ex situ, ou seja, através da retirada do material contaminado para

posterior tratamento, ou in situ, quando o material ndo é retirado.

Em razdo da associacado de diferentes caracteristicas apresentadas em cada
area contaminada, longos periodos de descontaminagao, custos e perigos das
tecnologias convencionais de remediagcdo do solo e das aguas subterraneas
contaminadas por hidrocarbonetos de petroleo, levaram a investigacdo de
tecnologias alternativas, como a utilizagdo de microrganismos nativos para
imobilizar e/ou transformar (biodegradar) os compostos contaminantes em
produtos mais simples e nao téxicos, como o didxido de carbono e a agua

(COURSEUIL et al., 1998; SILVA et al., 2002; ALVAREZ, ILLMAN, 2006).
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Tabela 2.5 - Algumas técnicas de remediagao in situ e ex situ

TRATAMENTO TECNICA

Extragcéo de vapores do solo (SVE)
Injecéo de ar (air sparging)
Lavagem de solo (soil flushing)
Bombeamento e tratamento (pump and treat)
in situ
Tratamentos quimicos (barreiras quimicas, eletrocinética,

solidificacao e etc.)

Biorremediacéo (intrinseca, bioventilagédo, bioestimulagéo e

bioaumentagao)

Incineragéo
Lavagem de solo (soil wash)
ex situ Coluna de aeracao (air stripping)
Dessorcéao térmica

Biorremediacao (compostagem, ladfarming e biorreatores)

2.6 Biodegradacao

2.6.1 Acao dos microrganismos

A habilidade de alguns microrganismos em degradar os BTEX é conhecida
desde 1908 (ALVAREZ; HUNT, 2002).

O solo e as aguas subterraneas contém elevado niumero de microrganismos
que se adaptam gradualmente as fontes de energia e carbono disponiveis
(compostos organicos como os BTEX, por exemplo). Esses microrganismos
desenvolvem naturalmente o processo de atenuagdo natural (biorremediagéo
intrinseca) ou podem ser estimulados para desenvolver uma biodegradacao

relativamente controlada.
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Microrganismos com as mais diversas capacidades metabdlicas sé&o
empregados na biorremediagcdo, como os pertencentes a géneros de bactérias
e fungos. A rota metabdlica da degradagdo dependera do microrganismo
envolvido e do ambiente (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002).

Diversos sao os estudos que apresentam a importancia da utilizacdo das
bactérias autoctones na biorremediacdo. Entretanto, diversos autores
consideram a introducao de consércios de microrganismos como fator decisivo
nos processos de biorremediacdo (SPINELLI, 2005). Contudo, esse
procedimento nem sempre é permitido pela legislacdo, além de ndo ser em

absoluto recomendado do ponto de vista ecoldgico.

A maior concentragdo microbioldégica do solo situa-se, de modo geral, na
camada superficial, entre 0 e 20 cm de profundidade devido ao maior acumulo
de matéria organica do solo por deposi¢ao do material vegetal. Na maioria dos
solos, o teor de matéria organica do solo (MOS) varia de 0,5% a 5% nos
horizontes minerais superficiais, podendo apresentar valores mais elevados em
solos organicos. Apesar de encontrar-se em pequenas quantidades em
comparagao com a fracdo mineral, a MOS é importante para os sistemas de
biorremediacao, pois os compostos de carbono da MOS servem como fonte de
energia para os organismos do solo. Portanto, a atividade desses
microrganismos esta diretamente relacionada a disponibilidade de carbono e
também as condigdes quimicas e fisicas do solo (MEURER, 2000; MOREIRA,
SIQUEIRA, 2002).

Os microrganismos participam de diversas reagdes e processos que ocorrem
no solo, sendo sua existéncia de fundamental importancia. A proliferacdo dos
microrganismos € limitada, em especial, pelo pH, mineralogia do solo, espécie

de matéria organica, temperatura e umidade (MEURER, 2000).

2.6.2 Biorremediagao

A tecnologia de biorremediacao é baseada em processos de reagdes quimicas

mediadas por microrganismos (biodegradacgéo) e, por vezes, combinada com
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estratégias de engenharia, criando condicbes para maximizar a

descontaminagéo do solo e da agua subterranea.

Para a biodegradagao dos compostos organicos é essencial uma reagao redox,
em que o hidrocarboneto ao ser oxidado perde elétrons para um aceptor de
elétrons, que é reduzido (ganha elétrons). Existem diferentes compostos que
podem agir como aceptores de elétrons, dentre eles o oxigénio (Oz2), o nitrato
(NOs’), dioxido de manganés (MnO32), os oxidos de ferro (p.ex. Fe(OH)s), o
sulfato (S04%) e dioxido de carbono (CO2). A seguinte seqléncia de
preferéncia de utilizacdo desses aceptores foi observada: oxigénio > nitrato >
manganés > 6xidos de ferro > sulfato > dioxido de carbono. Esta sequéncia
reflete a diminuicdo do potencial de oxidagdo dos aceptores. Em geral, a
cinética de oxidagado dos hidrocarbonetos € mais rapida para aceptores de
elétrons com potenciais de oxidagdo mais altos (CORSEUIL, ALVAREZ, 1996;
SILVA, 2002; LOVLEY et al. 1994).

No processo de biodegradacao dos BTEX, muitas enzimas requerem inducgao,
e o indutor (tolueno, por exemplo) deve estar presente em concentragbes mais
altas que o limite minimo de indugédo. Em geral esse limite € bastante baixo e a
inducdo de enzimas dificilmente € um fator limitante na biorremediacdo de
BTEX (CHAPELLE, 1993; LINKFIELD et al., 1989; CORSEUIL, ALVAREZ,
1996).

Deeb e Alvarez-Cohen (1999) verificaram que, ao expor células bacterianas a
misturas de compostos aromaticos presentes em concentragdes iguais, 0s
compostos do grupo BTEX foram degradados na seguinte sequéncia:

etilbenzeno, tolueno, benzeno e xilenos.

A oxidacao de compostos organicos com a reducdo do oxigénio molecular é
chamada de respiragdo aerdbia. No entanto, quando o oxigénio nado esta
presente, a microbiota pode usar compostos organicos ou ions inorganicos
como aceptores de elétrons alternativos, condicbes estas chamadas de
anaerobias. A biodegradagdao anaerdbia pode ocorrer pela desnitrificacao,
reducao do ferro, redugdo do sulfato ou condigdes metanogénicas. Na zona
saturada do subsolo é de se esperar que 0s processos anaerdbios sejam

predominantes, pois a agua subterranea esta isolada da atmosfera, de maneira
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que o oxigénio consumido em reagdes hidroquimicas e bioquimicas néo é
reposto (FREEZE, CHERRY, 1979; BORDEN et al., 1995; CHAPELLE, 1993).
Em condi¢cbes aerdbias ou anaerObias espera-se que haja uma queda nas
concentragcdes dos aceptores de elétrons e um aumento na concentracao de
carbono inorganico (CO2 gasoso, CO2 dissolvido ou ions de bicarbonato),

devido a oxidag&o do carbono organico.

O oxigénio é o aceptor preferencial, pois 0os microrganismos ganham mais
energia nas reagdes com a presenga deste elemento. Em reacdes anaerobias,
0s microrganismos utilizam os demais aceptores de elétrons, de acordo com o
maior rendimento de energia que cada um possa promover, com a
disponibilidade dos aceptores e com a cinética da reagao microbiana associada
aos diferentes aceptores (SILVA, 2002).

Chiang et al. (1989), em estudo de biodegradacao aerdbia de BTEX em um
aquifero arenoso raso, reforcaram a ideia de que a quantidade desses
compostos na agua subterrdnea esta diretamente relacionada com a
disponibilidade de oxigénio dissolvido. Observaram que quando a concentragao
de oxigénio dissolvido era maior que 0,9 ppm, ndo havia concentragdo de
BTEX.

Fernando (2009) verificou a mobilizacdo do éxido de ferro, Fe(ll), e sua
reducdo quando em anaerobiose, em microcosmos saturados, com amostras

deformadas do solo de Duque de Caxias (RJ), contaminados com BTEX.

Dethlefsen et al. (2004) menciona que alguns estudos sobre a reducao
microbiolégica de éxido de ferro, Fe (lll), realizados em campo e laboratorio
indicam que somente parte do Fe (lll) do sedimento é reduzido a éxido de ferro,

Fe (1), pelos microrganismos.

O nitrato, aceptor de elétron das reacdes anaerdbias, € um dos ions mais
encontrados em aguas naturais, ocorrendo geralmente em baixos teores nas
aguas superficiais, mas podendo atingir altas concentracbes em aguas
subterraneas (BORDEN et al., 1995). Destaca-se que a ingestdo do nitrato
através das aguas de abastecimento estd associada a efeitos prejudiciais a
saude (ALABURDA; NISHIHARA, 1998).
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Na zona saturada, as bactérias degradadoras variam com as caracteristicas
especificas geoquimicas e hidrogeoldgicas do aquifero, sendo que, de maneira
geral, embora existam bactérias anaerobias, as que predominam sao aerodbias
(CHAPELLE, 1993).

A biorremediacdo baseia-se em trés aspectos principais: a existéncia de
microrganismos com capacidade catabdlica para degradar o contaminante; a
disponibilidade do contaminante ao ataque microbiano ou enzimatico e
condicbes ambientais adequadas para o crescimento e atividade do agente
biorremediador (COURSEUIL et al., 1998; ALVAREZ, ILLMAN, 2006)

A maioria dos compostos organicos (substrato) € biodegradavel. Porém, a
biodegradabilidade ¢é influenciada pela estrutura quimica do composto. Alguns
compostos organicos sao rapidamente biodegradados enquanto outros sao
recalcitrantes, apresentando degradagdo mais dificil, e outros séo totalmente
recalcitrantes, ndo biodegradaveis. No entanto, € possivel que a concentragao
elevada de um composto considerado biodegradavel possa acarretar a inibigao
dos microrganismos e, consequentemente, a sua persisténcia no meio. Além

disso, pode ainda ser toxica para a populagdo microbiana.

Apresentam-se mais facilmente degradaveis, os hidrocarbonetos de peso
molecular baixo ou moderado (C1o0 a C24, anel aromatico simples) e os alcoois.
Ao contrario, com o0 aumento do peso molecular, aumenta a resisténcia a
biodegradacgao. As taxas de biodegradacao sao fungao do tipo de composto e
também da adaptacdo dos microrganismos nativos as condigbes de
contaminagdo com o tempo. Taxas elevadas estdo relacionadas aos
compostos saturados (alifaticos) seguidas pelos aromaticos leves, como os do
grupo BTEX presentes na gasolina (LEAHY, COLWELL, 1990; SILVA, 2002).

O grau de alteragéo da estrutura molecular dos compostos organicos, devido a
degradagao pela agdo dos microrganismos, determina se o0 processo em
questdo constitui uma biotransformagdo ou uma mineralizagdo. A
biotransformagdao consiste na transformacdo do composto organico em
compostos mais simples, ou seja, ocorre uma degradacao parcial do composto
em um ou mais compostos que podem ou ndao ser menos téxicos do que a

substancia original. A mineralizagao, por sua vez, é a degradagdao completa do
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composto, pois se refere a quebra de moléculas organicas em substancias
inorganicas como o didéxido de carbono e agua, em massa celular e residuos
inorganicos inertes (LA GREGA,1994; SILVA, 2002). Sendo assim, a
biorremediagao pode ser considerada como fonte de controle e prevengao de
poluicdo, reduzindo a toxidade dos orgénicos e o potencial de migragdo de
perigosos compostos no solo (COURSEUIL et al., 1998; ALVAREZ, ILLMAN,
2006).

Quando completa, o que nem sempre ocorre, a biodegradacéo aerdbia resulta
na mineralizagdo dos contaminantes organicos em CO2 e agua, ao passo que
do processo de metabolizagdo da biodegradacdo anaerdbia originam-se
subprodutos como acetato, ion ferro (Il) e metano (JACQUES et al., 2007;
NUNES, CORSEUIL, 2005).

A degradagdo de contaminantes do solo por microrganismos ocorre se:
existirem no solo microrganismos degradadores dessas substancias; a
quantidade de contaminante nao for toxica a populagdo microbiana; o ambiente
nao se encontrar em condi¢cdes excessivas de pH alcalino ou pH acido; o teor
de umidade for adequado, e; houver disponibilidade de nutrientes (MARIANO,
2006). Sendo assim, dependendo da quantidade de microrganismos presentes
no solo e do tipo de poluente, a atividade biolégica pode ser relevante no

retardamento do transporte de contaminantes.

Segundo Jacques et al. (2007), uma vez que a composigao da fase solida do
solo determina sua capacidade de sorcdo, € esperado que solos com
diferentes composigdes mineraldégicas e teores de matéria organica
apresentem diferentes capacidades de sorgdo e de biodisponibilidade dos

hidrocarbonetos aos microrganismos degradadores.

No caso da degradacdao de BTEX, pode ocorrer toxicidade de um composto
(benzeno, por exemplo) a determinado grupo de microrganismos (0s que
degradam tolueno, por exemplo), de forma que a presenga, em conjunto, do
benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos tenham influéncia sobre a cinética de

consumo de cada composto individualmente (SILVA, 2008).
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De acordo com Margesin et al. (2000), embora a quantificacdo da atividade
biolégica em laboratério seja, frequentemente, utilizada para interpretar a
intensidade da biodegradacéo no solo, esta indica apenas a estimulagdo do
processo de biodegradagdo, mas nao representa necessariamente uma
medicdo da atual biodegradacgdo, pois s6 uma parte da populagdo de

microrganismos do solo pode ser isolada e cultivada em laboratorio.

Estudos sobre derrames de derivados de petroleo em solos argilosos tém
estimulado inumeras pesquisas na area de biorremediagdo. Diversas sao as
interagdes entre este tipo de solo, os derivados e a microbiota. Além disso, a
baixa permeabilidade é um fator de influéncia na injecdo de bioestimulantes

(oxigénio e nutrientes, por exemplo) da atividade microbiana.

A técnica de biorremediacdo envolve variagdes de tratamento que pode ser
realizada in situ e ex situ. A biorremediagao in situ € realizada no proprio local,
sem que haja remogdo de material contaminado. Dessa forma, evitam-se
custos adicionais associados a movimentacédo de solos e aguas contaminados
para locais destinados ao tratamento. Entre as estratégias utilizadas para a
biorremediagdo de combustiveis no ambiente contaminando, destacam-se
quatro processos: biorremediacao intrinseca, bioventilagdo, bioestimulacédo e
bioaumentacao (SKIPPER, 1999; ALVAREZ, ILLMAN, 2006).

2.6.2.1 Biorremediagao intrinseca

A remediagcdo natural de solos e das aguas subterraneas tem sido aceita,
principalmente em locais contaminados por derramamentos de derivados de
petroleo, como o0 que acontece em postos de combustiveis. Esta estratégia de
gerenciamento baseia-se nos processos naturais de atenuagédo para remover

ou conter os contaminantes dissolvidos na agua (WIEDEMEIER, 1996).

A atenuacdo natural é a denominagdo dada para a técnica de
descontaminacdo do ambiente por meio de fatores ambientais naturais
existentes devido aos processos fisicos, quimicos e biologicos. Os mecanismos
para a atenuacao de hidrocarbonetos de petréleo envolvem os processos de

difusdo, dispersao, volatilizagdo, sorgédo, reagbes quimicas e biodegradagéo
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por microrganismos do solo e da agua (WIEDEMEIER, 1996; JACQUES et al.,
2007). A maioria destes mecanismos é abidtica, ou seja, simplesmente
transferem o soluto para outra fase ou localizagdo. Na ocorréncia de um
vazamento de gasolina, por exemplo, esta migrara através do solo atingindo o
lencol freatico, onde os compostos se dispersardo na forma de uma pluma. O
movimento da pluma podera ser atenuado pelos mecanismos de atenuagao de

hidrocarbonetos.

Diferentemente, a biodegradacdo reduz a massa de contaminante com a
quebra ou degradagao dos compostos organicos por meio do metabolismo de
microrganismos vivos, limita o transporte dos hidrocarbonetos de petroleo e
transforma-os em compostos ind6cuos a saude (WIEDEMEIER, 1996;
CORSEUIL, MARINS, 1998; MAZZUCO, 2004).

A técnica de atenuacgao natural por depender, exclusivamente, dos processos
naturais, pode vir a ser muito lenta. Mesmo assim, resultados obtidos em
pesquisas de campo (BARKER et al., 1987; CHIANG et al., 1989; CHAPELLE,
1994) tém mostrado que este mecanismo de remediagao limita o deslocamento

dos contaminantes e, portanto, diminui a contaminagao ao meio ambiente.

Entre as estratégias da técnica de biorremediacdo utilizadas na degradagao
dos BTEX encontra-se a biorremediacdo intrinseca que, por vezes, é
denominada atenuac&o natural, cujo conceito basico é o uso da capacidade de
microrganismos endogenos (microbiota nativa) em degradar os contaminantes
que tenham sido derramados em subsuperficie, sem qualquer interferéncia,
como o acréscimo de nutrientes ou a adequagcao de qualquer condicdo
ambiental (BORDEN et al., 1995; WIEDEMEIER, 1996; JACQUES et al., 2007).

A Dbiorremediacdo intrinseca tem sido muito estudada e utilizada como
mecanismo estratégico de transformagéo dos compostos organicos téxicos em
produtos menos toxicos, ou na sua eliminacdo do solo e aquiferos. Os BTEX
passam a ser utilizados como fonte de carbono pelos microrganismos e, por se
tratarem de compostos de origem natural, espera-se que sejam facilmente
degradados pela microbiota nativa do solo e sua completa transformacéo
resulte na formagéo de substancias mais simples e inertes, como CO:2 e agua,
denominados produtos de mineralizagdao (BORDEN et al., 1995; CORSEUIL,
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ALVAREZ, 1996; CORSEUIL, MARINS, 1997; JACQUES et al., 2007,
MAZZUCO, 2004).

Na investigacdo da biodegradabilidade do 6leo diesel e da gasolina pelos
varios microrganismos do meio ambiente, Marchal et al. (2003) observaram
consideravel degradagéao intrinseca da gasolina (96%) e menor do 6leo diesel
(60 a 73%), o que é esperado, uma vez que o Oleo diesel € constituido por
hidrocarbonetos mais pesados e recalcitrantes do que a gasolina. Os autores
verificaram ainda que a populagdo microbiana de solos poluidos apresentou,
em geral, uma capacidade de degradagédo pouco maior do que aquela de solos
nao poluidos. Pode-se atribuir, portanto, o aumento da atividade degradadora

microbidtica a utilizacdo do BTEX como fonte de carbono e energia.

De acordo com Corseuil (2004), a biorremediacao intrinseca € uma alternativa
eficiente e econbmica para a recuperagdo de areas impactadas com

hidrocarbonetos de petroleo.

O solo contaminado por hidrocarbonetos presentes na gasolina esta sujeito aos
processos naturais de lixiviagdo, volatilizagdo e biodegradagao, responsaveis
pela reducdo da concentracido desses poluentes no solo. Porém, apenas a

biodegradagao € um indicativo da ocorréncia da biorremediagao intrinseca.

Considerando a existéncia de fatores limitantes a biodegradagdo, devem-se
avaliar previamente alguns parametros geoquimicos do solo, que poderao ser
utilizados para estimar as taxas em que tal processo reduzira as concentragoes
aos niveis desejaveis, bem como quantificar a sorgao, diluigdo ou volatilizagéo

dos contaminantes.

A caracterizagdo do solo pode ser realizada por meio de analises fisico-
quimicas (pH, temperatura, composicao quimica, umidade, disponibilidade de
nutrientes e receptores de elétrons); quantidade e biodisponibilidade dos
contaminantes; propriedades geotécnicas; e informagdes bioldgicas (biomassa
e atividades enzimaticas) capazes de fornecer dados sobre a presenga de

microrganismos no solo.
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2.6.3 Fatores de influéncia na biodegradagao

A biodegradacdo de hidrocarbonetos de petréleo pode ser limitada devido as
condicbes ambientais desfavoraveis a sobrevivéncia da atividade microbiana
degradadora no solo. Além disso, depende também da natureza e

concentracdo do contaminante.

Alguns dos fatores que influenciam o processo de biodegradagcdo de
contaminantes organicos sao o tipo de solo, a disponibilidade de nutrientes, os
aceptores e doadores de elétrons, o oxigénio, a temperatura, a umidade, o
potencial redox (Eh), e o potencial de hidrogénio (pH), resumidos no que se

segue.
» Tipo de solo

O tipo de solo, considerando suas caracteristicas fisicas e mecanicas,
influencia na distribuigdo e no grau de adsor¢do de contaminantes e nutrientes.
Solos com presenga de matéria organica tendem a aumentar a adsorgéo de

compostos organicos nas particulas solidas.

A eficiéncia das tecnologias de recuperacdo de ambientes contaminados esta,
muita das vezes, restrita a diversos fatores, tais como o tipo de solo impactado
em fungdo de sua constituicdo mineraldgica, permeabilidade e teor de matéria
organica (JACQUES et al., 2007; MENEGHETTI, 2007).

» Disponibilidade de nutrientes

O metabolismo requer elementos como nutrientes, nem sempre disponiveis, da
mesma maneira que necessita do carbono inorganico como substrato. O
fésforo, o nitrogénio e o potassio sao considerados macronutrientes por serem
necessarios em maiores quantidades do que outros elementos na sintese
celular. Entre os micronutrientes essenciais estao o ferro, enxofre, cobre, zinco
e magnésio. Destaca-se que o aluminio e outros metais pesados (Pb, Hg, Cd e
Cr) podem ser téxicos aos microorganismos (LA GREGA, 1994; CORSEUIL,
ALVAREZ, 1996; JACQUES et al, 2007). No entanto, quantidades tragos
destes metais sdo necessarias para o0s objetivos nutricionais dos
microrganismos, mas podem ser prejudiciais a vida microbiana se presentes na
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agua subterréanea em concentragdes maiores que 1 mg/L. Embora a gasolina
brasileira ndo tenha chumbo, andlises geoquimicas com amostras
representativas do aquifero devem ser realizadas para verificar a auséncia
dessas substancias inibitérias (CORSEUIL; ALVAREZ, 1996).

» Aceptores e doadores de elétrons

A producdo de energia pelos microrganismos é realizada através da

transferéncia de elétrons dos doadores aos aceptores.

Em relacdo a disponibilidade dos aceptores de elétrons para o processo de
respiragao natural dos microrganismos tem-se observado a seguinte sequéncia
preferencial: oxigénio > nitrato > Fe (lll) > sulfato > gas carbénico. Em geral, a
cinética de oxidagao dos hidrocarbonetos € muito mais rapida para aceptores
com grande potencial de oxidagdo. O contaminante organico pode ser utilizado
como substrato primario, atuando, assim, como doador de elétrons e fonte de
carbono para as células microbianas (CORSEUIL, ALVAREZ, 1996; ALVAREZ
— COHEN, 1993).

» Oxigénio
A maior limitagdo na cinética da biodegradagao por processos aerobios é a
disponibilidade de oxigénio devido a sua baixa solubilidade em agua. A

biodegradagao de compostos como os hidrocarbonetos de petroleo exigem alta
demanda biolégica de oxigénio (ALVAREZ — COHEN, 1993).

A disponibilidade de oxigénio em solos depende nao s6 da taxa de consumo de
oxigénio pelos microrganismos, como também do tipo de solo e da presencga de
substratos que eventualmente levem ao esgotamento do oxigénio (LEAHY;
COLWELL, 1990).

» Temperatura

A temperatura € um dos fatores ambientais mais importantes que influenciam a

atividade e a sobrevivéncia dos microrganismos. O clima e as esta¢des do ano
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sao responsaveis pela selecdo de populagdes microbianas distintas adaptadas
as temperaturas ambientais. Temperaturas especificas dentro desta variagcao
periodica influenciam o processo microbiolégico (CORSEUIL, ALVAREZ, 1996;
LA GREGA, 1994).

A atividade enzimatica e a taxa de biodegradagcdo aumentam com a
temperatura até que seja atingido um valor 6timo de cada espécie. Se a
temperatura aumentar muito acima do valor 6timo, proteinas, enzimas e acidos
nucléicos tornam-se desnaturados e inativos, retardando o crescimento celular
e podendo inclusive acarretar a morte da célula. Ao contrario das altas
temperaturas, a exposicdo a baixas temperaturas nao é letal, mas diminui a
fluidez e a permeabilidade da membrana celular, que controla o transporte de
nutrientes (e contaminantes) entre o meio exterior e o interior da célula
microbiana. Neste caso, a atividade celular diminui devido a atividade
enzimatica reduzida (LA GREGA, 1994).

Os efeitos da temperatura podem variar de acordo com a composi¢cdo dos
hidrocarbonetos da mistura de petréleo. De acordo com ZoBell (1969) a
biodegradagao destes compostos pode ocorrer para valores maiores que 25°C.
No caso da agua subterranea brasileira, a temperatura varia entre 20 e 25 °C,
valores favoraveis a biorremediacdo. E importante ressaltar que a temperatura

na subsuperficie ndo € muito variavel.

> Teor de umidade

Alta atividade somente ocorrera se houver disponibilidade adequada de agua
aos microrganismos, ja que o teor de umidade no solo se relaciona
inversamente com a disponibilidade de oxigénio e, consequentemente, com a

atividade de microrganismos aerobios.

Na condicdo de inundacdo, a populacdo microbiana aerdbia se reduz,
incentivando o desenvolvimento de microrganismos anaerobios ou resistentes
aos baixos niveis de oxigénio (DIBBLE, BARTHA, 1979; ALEXANDER, 1967).

Um problema relevante causado pelo encharcamento do solo € a mudanca de

um ambiente aerdbio para outro anaerdbio. Em condicdo de anaerobiose, o
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metabolismo é drasticamente reduzido devido a falta de oxigénio e/ou a
producdo, nesta condigdo, de toxinas de origem microbiolégica (ALMEIDA,
CARVALHO, 1995).

» Potencial redox (Eh)

O potencial de oxi-reducdo é um indicador qualitativo de condi¢cdes aerdbias ou
anaerdbias, auxiliando no conhecimento da tendéncia de biodegradacao do
meio impactado. Entretanto, o seu valor é fortemente influenciado pelas
reagcdes quimicas e bioquimicas nas aguas subterraneas (STUMM, MORGAN,
1981; EDMUND et al., 1984; CORSEUIL, 2004).

Este pardmetro expressa o estado redox do meio e depende da profundidade e
da taxa de difusdo de oxigénio. A concentracdo de oxigénio é usualmente
medida através do potencial redox. Valores de Eh baixos ou negativos
favorecem a existéncia de espécies reduzidas (respiragdo anaerdbia),
enquanto que valores altos de Eh favorecem a existéncia de espécies oxidadas
(respiragcao aerobia). Para solos aerdbios (6xidos) o valor de Eh varia entre
+300 a +800 mV, enquanto que para solos anaerébios, Eh varia entre — 414 a
+118 mV (MITCHELL, 2005). A agua poluida (processo anaerobio) sempre tem

medidas de potencial redox bem inferiores as de agua n&o poluida.

De acordo com Stumm e Morgan (1981), em aguas subterraneas,
considerando reagdes em pH 7 e temperatura a 25°C, os valores
caracteristicos dos Eh seguem uma sequéncia energética favoravel aos
processos mediados pelos microrganismos. Nesta sequéncia a respiragao
aerobia apresenta o Eh mais elevado (+820 mV), seguido pela nitrato-redugao
(+740 mV), manganés-reducao (+520 mV), ferro-reducdo (-50 mV), sulfato-
reducao (-220 mV) e metanogénese (-240 mV). Mariano (2006) afirma que a
cinética de oxidacdo dos hidrocarbonetos € mais rapida para aceptores de
elétrons com potenciais de oxidagdo mais altos. Além disso, pode haver

concomitancia de ocorréncia dos referidos processos.

Edmund et al. (1984) propuseram uma sequéncia de quatro intervalos em

relacdo aos valores de Eh: (i) oxigénio-nitrogénio, (+) 250 mV a (+) 100 mV; (ii)
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ferro, (+) 100 mV a zero mV; (iii) sulfato, zero a (-) 200 mV; e (iv)

metanogénese, abaixo de (-) 200 mV.

» Potencial de Hidrogénio (pH)

O pH do solo afeta diretamente a atividade dos microrganismos pelos efeitos
dos ions H* na permeabilidade celular e na atividade enzimatica. O pH 6timo
para a agao dos microrganismos é usualmente proximo da neutralidade (7,0),
porém existem aqueles ativos na faixa de 5,0 a 9,0. A agua subterranea tem
valor de pH proximo do neutro, favorecendo a atividade microbiana. Entretanto,
o pH do solo pode ser bastante variavel, por vezes devido a acdo do homem,
prejudicando assim a biodegradacdo de hidrocarbonetos (CORSEUIL,
ALVAREZ, 1996; JACQUES et al., 2007; LA GREGA, 1994).

Segundo Moreira e Siqueira (2006), a maioria dos solos apresenta pH na faixa
de 4,0 e 8,5. Os horizontes superficiais dos solos, em regides de clima umido,
tendem a ser mais acidos devido a lixiviagado dos compostos formados pela
decomposicao da matéria organica. Por outro lado, em regides de clima seco, o

solo tende a apresentar um carater alcalino.

2.7 Efeito da mistura gasolina-etanol

A adicdo do etanol a gasolina apresenta como vantagens a economia de
petroleo, maior rendimento dos motores, reducdo da emissdo de poluentes
para o ambiente e, como desvantagens, a produgdo de acetaldeidos e
formaldeidos primarios (DUARTE, 2003).

No Brasil, adiciona-se a gasolina quantidades que variam entre 20 e 26% de
etanol (alcool etilico), tornando-a bastante diferenciada da de outros paises. Os
hidrocarbonetos aromaticos (BTEX) s&o misciveis no etanol. De acordo com
Corseuil e Alvarez (1996), concentragdes de etanol superiores a 2% podem
afetar o comportamento dos BTEX em sistemas subsuperficiais. Os principais
aspectos sdo: (a) a possibilidade do aumento da solubilidade dos BTEX em
agua; (b) a possibilidade do aumento da mobilidade dos BTEX dissolvidos na
agua subterrdnea e; (c) a possibilidade de que a presenga do etanol possa
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inibir ou atrasar a biodegradacdo natural dos BTEX por ser um substrato
preferencial, aumentando, assim, a persisténcia desses compostos na agua
subterranea (CORSEUIL, MARINS, 1997; CORSEUIL, FERNANDES, 1999;
CORSEUIL et al., 2003; CORSEUIL et. al, 2004; OSTERREICHER-CUNHA et
al., 2009).

Em um vazamento de gasolina a qual foi adicionado etanol, o padréo de
comportamento no solo é diferente daquele apresentado pela gasolina pura,
devido ao efeito de cossolvéncia desse composto oxigenado nas propriedades
fisico-quimicas da mistura. Segundo Corseuil e Fernandes (1999) este efeito é
definido como a capacidade de um determinado solvente (por exemplo, o
etanol) em aumentar a solubilidade de um soluto (BTEX) em outro solvente
(dgua). Dessa forma, provoca o aumento da concentragcdo dos compostos
BTEX na agua subterranea, o que pode tornar onerosa a aplicagao de alguma

técnica de remediagao da area contaminada.

Por ser completamente soluvel em agua, o etanol apresenta menor potencial
de sorcéo e, portanto, maior mobilidade do que os compostos BTEX. Assim,
em aguas subterrédneas contaminadas com misturas de gasolina e etanol, sua
concentracido devera ser maior do que a desses compostos. Além disso,
quanto mais hidrofébico e menos soluvel em agua for o composto presente na
gasolina, maior sera o efeito do etanol no aumento da solubilizacdo deste
composto (CORSEUIL; FERNANDES, 1999).

2.7.1 Microrganismos na degradagao do etanol

O etanol pode representar uma fonte de carbono e energia para uma variedade
de populagdes microbianas, inclusive espécies que podem degradar os BTEX.
Os microrganismos que podem degradar os alcoois primarios sdo mais comuns
na natureza do que aqueles degradadores dos BTEX (CORSEUIL et al., 1998;
POWERS et al., 2001; ALVAREZ, HUNT, 2002).

Para Corseuil e Marins (1997) e Barker et al. (1987), todos os alcoois primarios
podem ser biodegradados em preferéncia aos BTEX. Além disso, a

biodegradagao do etanol pode demandar grande quantidade de oxigénio ou
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outros aceptores de elétrons e de nutrientes que estariam disponiveis para a
degradagao dos BTEX.

Elevadas concentragdes (> 100.000 mg L-') de alcoois n&o sdo biodegradaveis
devido ao efeito téxico apresentado a maioria dos microrganismos, além de
inibir a atividade microbiana degradadora dos BTEX e diminuir o retardamento
no deslocamento dos BTEX causado pela sor¢gdo no solo (BARKER et al.,
1987; CORSEUIL, MARINS, 1997; POWERS et al., 2001; CORSEUIL et al.,
2004). Entretanto, é importante ressaltar que a diversidade genética dos
microrganismos impede generalizagbes sobre a concentragdo de etanol que

reprime a acao das enzimas de degradacao dos BTEX (POWERS et al., 2001).

A toxicidade dos alcoois esta relacionada ao comprimento da cadeia
hidrofébica. Aqueles de cadeia mais longa, com mais de 10 atomos de carbono
na sua estrutura, sido inibidores muito potentes do crescimento microbiano se

comparados aos alcoois de cadeia curta (POWERS et al., 2001).

Os microrganismos aerdbios, em especial as bactérias aerdbias, podem oxidar
o etanol a CO2 e H20, enquanto as anaerdbias podem oxida-lo a acetato, COz,
CH4 e H2 (POWERS et al., 2001; ALVAREZ, HUNT, 2002).

No processo de remocgao de nitrato das aguas subterraneas, a desnitrificagao,
o etanol pode ser usado como fonte de carbono e energia para os
microrganismos (POWERS et al., 2001). Segundo Corseuil et al. (1998), a

presenca do etanol pode fazer com que aumente a degradagao do tolueno.

2.7.2 Degradacao preferencial do etanol em relagao aos BTEX

A degradagao dos BTEX é geralmente iniciada por enzimas induzidas. Estas
enzimas sao apenas produzidas quando um indutor (por exemplo, o tolueno)
esta presente em altas concentracbées ou em um nivel minimo para a indugao
(POWERS et al., 2001; ALVAREZ, HUNT, 2002).

Existem evidéncias indiretas na literatura sobre os efeitos potenciais do etanol
no comportamento de enzimas envolvidas na degradagao dos BTEX.
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Santos (1996) verificou a degradacédo preferencial do etanol por parte dos
microrganismos, com isso retardando a degradagao dos compostos BTEX. Em
seu experimento, uma amostra do contaminante puro (BTEX) foi totalmente
consumida em menos de quatro dias, ao passo que misturado a uma grande
concentracdo de etanol (300 mg/l), em doze dias ndo se observou

biodegradagao significativa.

Corseuil et al. (1998) relatam que pequena ou nenhuma degradagéo dos BTEX
dissolvidos na zona saturada aconteceu em condicbes aerobias,
desnitrificantes, redutoras de ferro, redutoras de sulfato e microcosmos

metanogénico enquanto o etanol estava presente.

Powers et al. (2001) observaram que o etanol foi preferencialmente degradado
se comparado ao benzeno sob uma concentragdo de 20 mg L-' em condigdes
aerobias, devido a represséo da sintese de enzimas utilizadas na degradacéao

do benzeno.

Corseuil e Kulkamp (2003) mostram em seus resultados referentes a uma
investigagcado da atenuacao natural em um derramamento controlado de etanol
e diesel, que o etanol presente na agua subterranea agia como consumidor de
aceptores de elétrons e nutrientes que poderiam estar disponiveis para a
bioatenuacdo dos compostos aromaticos. Enquanto o etanol estava sendo
degradado, a concentracdo aquosa de BTEX ainda estava aumentando perto
da fonte do vazamento. Indicativos da degradacéao preferencial do etanol foram
0 aumento da concentracdo de acetato e diminuicdo do pH em uma ordem de
magnitude. Indicadores geoquimicos mostraram que degradagdo aerdbia,
reducao de ferro e metanogénese eram o0s principais processos bioldgicos

responsaveis pela degradagao do etanol.

Estudos conduzidos por Osterreicher-Cunha et al. (2007, 2009), em solo
residual brasileiro mostraram que o etanol inibe a biodegradagdo dos
compostos BTEX na zona nao saturada e que, de acordo com os parametros
microbianos monitorados, o rapido decaimento das concentragcdes dos
compostos aromaticos pode ser atribuido ao aumento da atividade
degradadora e da biomassa de microrganismos no solo que degradaram o

etanol.
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De maneira geral, a degradagéao preferencial do etanol sobre BTEX pode se
refletir no fato de que o etanol € considerado um substrato prontamente
degradavel, que pode ser oxidado por enzimas constitutivas. Por outro lado, os
BTEX sao degradados tipicamente por enzimas induzidas, cuja sintese pode
ser reprimida na presenga de outros substratos facilmente degradaveis, quando
em altas concentragdes. Sendo assim, a presencga do etanol pode acarretar o

retardo ou impedimento da degradacao completa dos BTEX.

O etanol pode ainda afetar a disponibilidade de nutrientes essenciais e
substratos necessarios a biodegradagcdo dos BTEX através do consumo
preferencial de nutrientes e aceptores de elétrons, tanto em condi¢cdes aerdbias
quanto anaerobias (CORSEUIL et al., 1998; POWERS et al., 2001; ALVAREZ,
HUNT, 2002). Dessa forma, dependendo das reagdes quimicas no aquifero ou
no solo e da taxa de reabastecimento natural dos aceptores de elétrons, o
etanol pode impedir a degradacdo dos BTEX através da deplegdo dos

aceptores de elétrons presentes.

Segundo Silva et al. (2002) os modelos tradicionais de transporte, usados na
analise das contaminacbes e nas propostas de remediacdo, devem também
levar em consideracdo o comportamento diverso dos BTEX na presenca de

etanol.

Sendo assim, na remediacdo de areas contaminadas por derramamentos de
gasolina é necessario que se conhegcam, detalhadamente, as interacdes fisico-
quimicas e bioldgicas do etanol com os constituintes da gasolina para que se

obtenha sucesso no processo de descontaminagéo.

2.8 Avaliacao da biodegradacgao

Para que se possa afirmar que a biodegradacao esta ocorrendo, deve haver
evidéncias de que o0s microrganismos estdo envolvidos no processo de
degradagdo do contaminante. Além disso, deve-se ter indicativos das
condicbes do meio favoraveis a atividade microbiana, migracado, adsorgao ao
solo, mudangas por reagdes quimicas abidticas ou possibilidade de

volatilizacdo. Sendo assim, € importante verificar o potencial dos
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microrganismos presentes nas amostras da area contaminada para transformar
os contaminantes sob as condigcbes ambientais, a perda do contaminante e
alguns dados capazes de mostrar que o processo de biodegradacao esta
realmente acontecendo na area de estudo. Os fatores relevantes na analise da
biodegradagao sao similares em estudos laboratoriais ou in situ (ALVAREZ —
COHEN, 1993).

No caso da biorremediagéo in situ, 0 monitoramento do ambiente subsuperficial
€ fundamental para avaliar o progresso desta técnica. Os fatores geralmente
analisados a partir de amostras da area contaminada incluem a concentragcéo
de contaminantes, a atividade microbiana, a concentracdo de aceptores e
doadores de elétrons, a demanda de oxigénio, os produtos da degradacao, o
pH e a temperatura (ALVAREZ — COHEN, 1993).

Vicente et al. (2009) apresentaram um levantamento dos experimentos
realizados em grande escala, no pais (Fazenda Ressacada, Santa Catarina) e
no exterior (Borden, Ontario, Canada; Cape Cod, Massachussetts, Estados
Unidos), para avaliar a contaminacdo de solo e aguas subterraneas por
derivados de petroleo. Os experimentos, entretanto, restringiram-se a solos
arenosos, que apresentam caracteristicas bastante diversas das dos solos

residuais.

Malamud et al. (2005) apresentaram os resultados do monitoramento de um
vazamento controlado, iniciado em 1998, de 100 litros de gasolina comercial,
para avaliar a atenuacdo natural dos BTEX, em uma area na Fazenda
Experimental da Universidade Federal de Santa Catarina, em Florian6polis, em
que foram examinados os efeitos do etanol no processo de biodegradagao por
meio do balangco de massa. Foram analisados os principais parametros
indicadores dos processos de transporte e transformacdo, como a
concentracdo dos compostos BTEX e etanol, os receptores de elétrons
(oxigénio dissolvido, sulfato, nitrato), os subprodutos metabdlicos (ferro I,
metano, acetato, sulfeto), e os parametros hidrogeoquimicos (pH, potencial
redox, condutividade, acidez e alcalinidade). Os resultados mostraram que as
massas dos compostos do grupo BTEX sofreram decréscimo significativo

somente apods o desaparecimento do etanol, primeiro composto a ser

39



biodegradado, confirmando sua degradagdo preferencial. Mesmo com a
influéncia negativa do etanol, observou-se ter ocorrido rapida degradagéo dos
BTEX e concluiu-se, portanto, que a tecnologia de atenuagdao natural
monitorada pode ser uma alternativa viavel e econémica para a recuperagao de
aquiferos impactados por derramamentos de baixo risco de combustiveis.
Verificou-se que a avaliacdo da atenuacdo natural por meio do balango de
massa se mostrou eficiente por possibilitar a determinagdo da biodegradagao
sem que seja necessario determinar os parametros dos fluxos advectivo e

dispersivo.

Mohammed e Allayla (2000) desenvolveram um estudo, em escala piloto, para
avaliar os efeitos causados pela velocidade da &agua subterrdnea e a
biodegradagdo dos compostos BTEX em solos arenosos saturados.
Construiram um tanque de areia de grandes dimensdes instrumentado e, com
base no monitoramento concluiram que a taxa de biodegradacdo dos

compostos BTEX é fortemente dependente da velocidade do fluxo.

Tendo em vista a escassez de trabalhos publicados na literatura sobre
experimentos envolvendo a biodegradagédo de hidrocarbonetos de petroleo em
solo residual in situ, Martins et al. (2012) construiram, instrumentaram e
monitoraram um bloco retangular de grandes dimensdes de solo residual de
gnaisse, submetido ao fluxo horizontal de uma solugdo composta de agua,
benzeno e tolueno. Ao longo do periodo de 85 dias, foram coletadas,
periodicamente, amostras da solucédo percolante em pontos de monitoramento
previamente estabelecidos. As concentragcdes de benzeno e tolueno nas
amostras foram determinadas por meio de cromatografia gasosa e
espectrometria de massa (GC-MS). Com base nos resultados das analises
quimicas e microbiolégicas, observou-se um decaimento das concentragdes
dos compostos na agua ao longo do comprimento do bloco e do tempo. Ambos
os compostos apresentaram perfis semelhantes de decaimento, indicando nao
ter havido diferencas significativas na retencao e biodegradacédo de B e T, nas

condi¢des analisadas.

Em relacdo aos modelos de aplicacdo pratica do transporte de massa em

meios porosos, a maioria inclui somente os processos fisicos de adveccgao,
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difusdo molecular e dispersdo, e o processo quimico de sor¢cdo. Porém, no
caso do transporte de contaminantes orgénicos é necessaria a consideragao
do fendmeno bioquimico (decaimento biologico). De acordo com Silva et al.
(2002) muitos pesquisadores dedicam-se ao desenvolvimento de modelos
matematicos como alternativa na simulacdo e na previsdo de processos de

transporte e biodegradagao.

Uma tentativa de quantificar o processo de biodegradagdo de contaminantes
em aquiferos de aguas subterraneas pode ser bem sucedida ao se utilizar
modelos que combinem os processos fisicos, quimicos e bioldgicos. Os
principais utilizados sdo o modelo cinético de Monod de 1942 (mais comum), o
decaimento radioativo/biolégico de primeira ordem e a reagado instantanea
(BEDIENT et al., 1999; FETTER, 1993).

Neste contexto, faz-se referéncia ao trabalho de Velasquez (2015) que simulou
o comportamento de um bloco residual in situ contaminado com benzeno, com
dados experimentais de Martins et al. (2012), para encontrar os valores de
parametros de Monod e da populagéo bacteriana. Além disso, simulou também
duas colunas em PVC com amostras indeformadas do mesmo solo residual,
visando avaliar ao longo da coluna a biodegradagao do composto benzeno e a
influéncia do etanol nesse processo. O estudo sugere o rapido esgotamento do
oxigénio, na zona saturada, devido a presenca do etanol, atrasando a
biodegradagcdo do benzeno e criando condigcbes anaerdbias. Além disso,
sugere que o etanol contribuiu para o aumento do crescimento de bactérias

degradadoras do benzeno.
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3 MATERIAIS E METODOS

Nessa secgdo, descrevem-se as atividades experimentais desenvolvidas e as

metodologias adotadas nas analises das amostras.

3.1 Materiais

3.1.1 Caracterizagao dos Solos

Foram utilizados dois solos de natureza residual com diferentes caracteristicas,
um coletado no Municipio de Vigosa (MG) e outro no Municipio de Duque de
Caxias (RJ).

3.1.1.1 Solo Residual de Gnaisse (Vigosa)

Os resultados apresentados referem-se as amostras de solo coletadas no

Campus da UFV em agosto de 2013.

> Caracteristicas Fisicas e Geotécnicas

O material foi coletado em um talude localizado no Campo Experimental do
Laboratério de Residuos Sdlidos, no Campus da Universidade Federal de
Vigosa, conforme ilustrado na Figura 3.1.

Figura 3.1 - (a) Campo Experimental e (b) Indicagdo do local no talude onde se

retirou o solo em estudo
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Os ensaios de caracterizagdo geotécnica foram realizados no Laboratério de
Geotecnia da UFV, de acordo com as normas técnicas da ABNT, relacionadas
na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Normas técnicas utilizadas nos ensaios de caracterizagao do solo

Ensaios Normas
Classificacdo Unificada de Solos (USC) ASTM D2487-85
Granulometria NBR-7181/84
Limites de consisténcia NRB-6459/84 e NRB-7180/84
Peso especifico dos sdlidos NRB-6508/84

Tabela 3.2 — indices fisicos do solo

Vs Yn Yd e n S What Ksat

kN m- % m s’

27,80 15,80 13,06 1,14 0,53 51,10 21 1,53E-06

s - peso especifico dos solidos; y4 - peso especifico do solo seco; y, - peso especifico natural do solo; w - teor de
umidade; e — indice de vazios; S — grau de saturagdo; n — porosidade total e ks, — condutividade hidraulica saturada.

Tabela 3.3 — Limites de consisténcia do solo

LL LP P
(%)
58 46 12

LL-limite de liquidez; LP-limite de plasticidade; IP-indice de plasticidade
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Tabela 3.4 — Fracdes do solo

Pedregulho Areia Silte Argila
(%)
0 22 8 70

Em geral, a movimentagdo de gases e agua nos solos argilosos é mais lenta
que em solos arenosos (AZEVEDO; DALMOLIN, 2004).

A eficacia do processo de biodegradagdo em solos contaminados por
derivados de petrdleo pode ser limitada por algumas caracteristicas do solo
com maior percentual da fragdo argilosa. Como exemplo, podemos citar a
baixa permeabilidade de solos argilosos, que pode interferir na distribuigdo de
oxigénio, fundamental para o processo aerébio de degradacao, e também na
incorporagao de nutrientes (BAPTISTA; RIZZO, 2004).

> Caracteristicas Quimicas

Com base nos resultados obtidos por Martins (2010) e apresentados na Tabela

3.5, 0 solo natural apresenta as seguintes caracteristicas:

v'pH acido. A determinacao da acidez do solo é realizada principalmente pela
concentracéo presente no solo de Hidrogénio (H) e Aluminio (Al). Segundo
Novais R. F. et al. (2007), a acidez do solo pode estar, de modo geral,
associada a presenga de Aluminio (Al) e Manganés (Mn) em concentragdes
téxicas e a baixos teores de cations de carater basico, como Calcio (Ca) e
Magnésio (Mg). Dentre os microrganismos, as bactérias sédo as mais tolerantes

a acidez.

v/ Baixa porcentagem de matéria organica (MO). De acordo com Azevedo e
Dalmolin (2004), o teor de MO decresce em profundidade, associado ao maior
grau de empacotamento das particulas do solo. Jacques et al. (2007) alertam
que o teor de MO é a caracteristica do solo que mais influi na sor¢cao de
hidrocarbonetos.
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Na Tabela 3.5 apresentam-se as caracteristicas quimicas e micronutrientes do

solo residual de gnaisse.

Tabela 3.5 - Caracteristicas quimicas e micronutrientes do solo (MARTINS,
2010)

P K Zn Fe Mn Na Cu Cr Ni Cd Pb P-rem

mg dm- mg L

0,80 37 1,28 22,50 500 10,20 0,58 0,32 0,19 0,0 0,06 5,90
Cazt Mg2t AP H+Al SB CTCy CTCm |V m ISNa MO pH
cmolc dm-3 % mg kg?' H20

0,80 0,12 0,0 050 1,05 105 155 |67,7 0,0 422 0,64x10* 5,29

pH em agua, KCl e CaCl; - Relagéo 1:2,5 CTC ( - Capacidade de Troca Catibnica
Efetiva

P-Na-K-Fé-Zn-Mn-Cu-Cr-Ni-Cd-Pb - Extrator Mehlich 1 V = indice de Saturagdo de Bases

CTC (T) - Capacidade de Troca Catiénica a pH 7,0 Ca - Mg - Al - Extrator: KCI - 1 mol/L

H + Al - Extrator Acetato de Calcio 0,5 mol/L - pH 7,0 m = indice de Saturagéo de Aluminio

B - Extrator agua quente ISNa - Indice de Saturagdo de Sédio

S - Extrator - Fosfato monocalcico em acido acético Mat. Org. (MO) = C.Org x 1,724 -
Walkley-Black

SB = Soma de Bases Trocaveis P-rem = Fésforo Remanescente

v' Os micronutrientes encontrados no solo sdo considerados caracteristicos
para um Latossolo. Os teores de elementos inorganicos (zinco, cobre, niquel,
ferro, cromo, cadmio, chumbo e manganés) estdo dentro dos padrbes de
referéncia determinados na Lista de Valores Orientadores para Solos e Agua
Subterraneas (CETESB, 2014).

A biorremediacao é feita pela microbiota, cuja sobrevivéncia depende das
condicbes ambientais, logo, entre outros, também a presenga/auséncia de
nutrientes, macro e micro. Entretanto, a concentragdo de C e NPK esta

diretamente relacionada a este processo.

Embora ndo tenham sido apresentados os teores de carbono organico (C) e

nitrogénio (N) total do solo, estes podem ser considerados baixos visto que o
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percentual de MO é baixo. As concentragbes de fosforo (P) e potassio (K)

também s&o consideradas baixas.

Por fim, é importante ressaltar que nao sera realizada a bioestimulagdo com
concentragbes maiores de nitrogénio, fésforo e potassio. O presente trabalho
pretende avaliar a atenuacdo natural do etanol e de compostos organicos

derivados do petrdleo.

v"A CTC mede a capacidade que o solo tem de trocar cations. Segundo
Azevedo e Dalmolin (2004), pode-se assumir, grosseiramente, que a CTC
cresce proporcionalmente ao aumento do teor de argila, de matéria organica e
do pH do solo. De acordo com a classificagdo quimica da Comissédo de
Fertilidade do Solo do Estado de Minas Gerais - CFSEMG (1999), para uso
agricola dos solos, verifica-se baixa (0,81 a 2,30 cmolc dm) capacidade de
troca cationica efetiva (CTCt), caracteristica normalmente encontrada em solos

mais intemperizados.

» Caracteristicas Mineralégicas

As caracteristicas mineralégicas da fragdo argila foram determinadas no
Laboratério de Mineralogia do Departamento de Solos da UFV, por meio de um
difratbmetro de raios - X Rigaku D-Max, com monocromador de grafite curvo
para obtencao da radiacdo Co-K e tubo de cobalto, operando com poténcia de

45KV e corrente de 30 mA e apresentadas por Martins (2010).

No difratograma da fragéo argila natural (Figura 3.2) observa-se a presenga de
varios picos que permitem identificar os minerais caulinita (Ct), gibbsita (Gb) e
pequena quantidade goethita (Gt). A ocorréncia desses minerais € tipica de
ambientes que sofreram intenso intemperismo quimico. Visualiza-se, também,
a hematita (Hm), mineral que apresenta alto poder pigmentante e que, mesmo
em baixas concentragdes, consegue imprimir sua cor caracteristica vermelha
nos solos (FONTES, 2006). Assim, apesar de o pico caracteristico da hematita
nao ser identificado na amostra de argila natural, sua presenca pode ser

inferida pela cor.
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Os constituintes do solo que se comportam como adsorventes sdo 0os minerais
de argila, oxi-hidroxidos de ferro e aluminio e as substéncias organicas
(humicas), que sao coldides negativos, isto €, tém carga superficial negativa
capaz de fixar e trocar cations (NASCENTES, 2006).

Os compostos orgénicos benzeno e tolueno podem ser adsorvidos na
superficie dos minerais e na matéria organica do solo, contudo s&do altamente
volateis (JORGE et al., 2008).

Considerando a composigao mineraldgica da fragao argila (maior percentual no
solo) e o baixo teor de matéria orgénica pode haver pequena capacidade de
retencdo de benzeno e tolueno no solo ou, pelo menos, de retardamento de

sua migragao.

Figura 3.2 - Difratograma da fracao argila natural
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» Caracteristica Microbiolégica

O procedimento padrao definido pelo Laboratério GeoBioSolo do DEC/PUC-Rio
foi seguido para a coleta de amostras de solo que foram submetidas as
medidas de atividade microbiana degradadora, por hidrélise de diacetato de
fluoresceina (FDA), adaptada por Osterreicher-Cunha et al. (2007) de Adam e
Duncan (2001) e de Green et al. (2006). O método esta descrito no item
3.24.1.
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Na condi¢gdo natural, recém-coletado, o solo residual de gnaisse de Vigosa
(MG) apresentou a concentragdo de fluoresceina resultante da analise em
triplicata da hidrolise de FDA, com medida em ambiente aerdbio, igual a 0,607
+ 0,000 pyg x g' x min'. O resultado mostra baixa atividade microbiana
degradadora, principalmente por se tratar de solo que estava coberto por
vegetacdo e possui mais de 50% de argila. O nivel de atividade detectado
encontra-se proximo daqueles encontrados em solos brasileiros indeformados
de subsuperficie (OSTERREICHER - CUNHA et al., 2007, 2012).

3.1.1.2 Solo Residual de Gnaisse (Duque de Caxias)

Os resultados apresentados em seguida referem-se as amostras de solo
coletadas em um talude da Rodovia Washington Luis no municipio de Duque
de Caxias - RJ em setembro de 2013. Segundo estudos anteriores
(OSTERREICHER - CUNHA et al., 2004) tem-se que este solo foi originado de
rocha gnaissica, presente no horizonte pedolégico C, e apresenta grande

heterogeneidade na profundidade explorada (3m).

> Caracteristicas Fisicas e Geotécnicas

Os ensaios realizados nas amostras de solo para a determinacdo das
caracteristicas fisicas e geotécnicas do solo residual de gnaisse foram
executadas no Laboratério de Geotecnia e Meio Ambiente da PUC-Rio e

seguiram as normas da ABNT.

Nas Tabelas 3.6, 3.7 e 3.8 encontram-se, respectivamente, os resultados dos

indices fisicos, limites de consisténcia e analise granulométrica.

Tabela 3.6 — indices fisicos do solo

Vs Yn Yd e n S What Ksat
kN m=3 % m s’
27,60 16,80 13,52 1,02 0,51 66 24,30 7,73E-06

s - peso especifico dos sélidos; y4- peso especifico do solo seco; y, - peso especifico natural do solo; w - teor de
umidade; e — indice de vazios; S — grau de saturagao; n — porosidade total e ksst— condutividade hidraulica saturada.
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Tabela 3.7 — Limites de consisténcia do solo

LL LP IP
(%)
56 44 12

LL-limite de liquidez; LP-limite de plasticidade; IP-indice de plasticidade

Tabela 3.8 — Fragbes do solo

Pedregulho Areia Silte Argila

(%)

0,5 21 36,2 42,3

» Caracteristicas Quimicas e Mineralégicas

As caracteristicas quimica e mineralégicas (Tabelas 3.9 e Tabela 3.10) foram

obtidas anteriormente por Osterreicher-Cunha et al. (2004).

Tabela 3.9 - Caracteristicas quimicas do solo

Passimilével K+ C/N N Corg CTC(T) H+ AI3+ Somas N82+ Mg2+ CaZ+ pH

mg kg’

1,167 0,01 6 0,2 1,25 3,583 2,467 0,85 0,267 0,073 25 0 456

Fonte: Osterreicher-Cunha et al., 2004

Tabela 3.10 - Caracteristicas mineraldgicas do solo

S|02 A|203 F6203 T|02 K205 MnO KI=SI02/A|203 KF=SI02/R203 A|203/F6203

259,8 238,8 120 14,33 0,7 0,2 1,845 1,395 3,13

Fonte: Osterreicher-Cunha et al., 2004
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» Caracteristica Microbiolégica

Na condic&o natural, recém-coletado, o solo residual de gnaisse de Duque de
Caxias (RJ) apresentou a concentragao de fluoresceina resultante da analise
em triplicata da hidrolise de FDA, com medida em ambiente aerdbio, igual a
0,0317 % 0,006 pug x g' x min'. O resultado mostra baixa atividade
degradadora enzimatica (OSTERREICHER-CUNHA et al., 2004).

3.1.2 Solugdes contaminantes

Com o objetivo de abordar a biodegradacdo dos compostos mais
hidrossoluveis e toxicos da gasolina, e avaliar a influéncia da presenca do
etanol, prepararam-se duas solugdes aquosas, no Laboratério GeoBioSolo da
PUC-Rio, como segue: uma com a mistura BT de benzeno (B) e tolueno (T) e

outra BTE com adi¢do de Etanol a solugao-BT.

Em conformidade com a média das concentragdes encontradas na gasolina
brasileira preparava-se uma mistura com 2% de benzeno (Vetec) e 4% de
tolueno (Vetec), a qual era posteriormente diluida em agua destilada a
concentragdo de 1000 ppm (ou 1000 mg L'). Portanto, partindo-se da
densidade de cada composto e concentragdo final desejada, eram adicionados
1,2 mL da mistura BT (1:2) para o preparo de um litro de solugdo. Ja a adigéao
de etanol (Vetec) era feita a concentracdo de 3000 ppm. Sendo assim, além da
aliquota de 1,2 mL de BT, eram acrescentados 4 mL de Etanol a cada litro de

solucao.

Descrevem-se, em seguida, os materiais e o procedimento empregado no

preparo da solugao.

e Materiais

- Proveta de vidro (1 L)
- Reservatério (5 L)
- Bast&o de vidro

- Benzeno, Tolueno e Etanol PA (Vetec)
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- Pipeta graduada
- Ponteiras em plastico

e Procedimento

- Preencher uma proveta de vidro (1 L) com 950 mL de agua destilada;

- Lancar na proveta de vidro com 950 mL de agua as aliquotas da
mistura BT (ou da mistura BT e Etanol) retirada do respectivo frasco, com
auxilio de pipeta graduada e ponteira plastica;

- Completar com agua o volume de 1 L da proveta;

- Agitar a solugéo durante 1 minuto com uso de um bastao de vidro;

- Finalmente, verter a solugado no reservatorio (frasco de Mariotte), com

capacidade para 5 L.

E importante salientar que a preparagdo da solugdo também poderia ser
realizada no proprio reservatorio. Neste caso, bastaria apenas prepara-la nas
proporcdes correspondentes da mistura BT e/ou Etanol em relacdo a sua

capacidade. Na Figura 3.3 € ilustrado o preparo das solugdes contaminantes.

Figura 3.3 - Preparo das solugdes
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3.2 Métodos

3.2.1 Sistema para a contaminagao do solo

A modelagem fisica permite criar situagbes, em condi¢des controladas, que se
assemelhem aquelas reais, de modo a se poder prever determinado
comportamento dos contaminantes no solo. A validagdo da modelagem
matematica, mais rapida e econbmica, exige a modelagdo fisica para a

obtencao de parametros e estudo de previséao.

No caso em estudo, a modelagem laboratorial permitiu simular a contaminagao
do solo por hidrocarbonetos de petréleo (benzeno e tolueno) e etanol e sua
interacédo com as particulas solidas do solo, matéria organica e a agua, assim

como com a microbiota natural.

Em seguida, descreve-se detalhadamente o projeto do sistema de

contaminagao, a questao da escolha dos materiais e a construcéo do sistema.

3.2.1.1 Projeto do equipamento

Um sistema de contaminacao do solo em laboratério foi confeccionado a fim de
analisar o comportamento entre solos com diferentes caracteristicas. Além
disso, pensou-se em um sistema semelhante aquele (bloco de solo de grandes
dimensdes) in situ, desenvolvido por Martins et al. (2012), de modo a comparar
os resultados em escalas diferentes, para um mesmo solo com caracteristicas

definidas.

Apesar dos cuidados adotados, houve durante o experimento a necessidade de
se realizar pequenas adaptagdes, para o bom funcionamento do aparato

experimental.

a) Coluna

Os lisimetros utilizados para o estudo da biodegradacdo foram denominados

‘colunas’. Assim, como parte do sistema de contaminacdo, a coluna era
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estanque, ja que os compostos ensaiados eram volateis e eventuais fugas

seriam dificeis de ser detectadas.

A coluna era constituida por diversas pegas que se encaixavam,
rigorosamente, umas nas outras e que possuiam anéis (o-rings) de borracha
(interior) para garantir a estanqueidade. No sistema de contaminacao referente
a cada tipo de solo estudado foram utilizadas duas colunas confeccionadas em
PVC.

Cada coluna consistia em um cilindro com didametro interno de 10 cm, 50 cm de
altura e espessura de parede de 0,3 cm, com extremidades onde se
encaixavam duas tampas com caracteristicas semelhantes. As tampas
possuiam trés aberturas rosqueadas onde se adaptavam trés hastes metalicas,
uma em cada abertura. As hastes permitiam que as tampas superior e inferior
fossem conectadas e ajustadas ao corpo da coluna. Na tampa da base
(inferior), foi prevista uma porta de injegdo, com valvula, para a ligacdo ao
sistema de contaminagdo. A tampa superior possuia uma saida, designada
porta de coleta, com valvula, também conectada ao sistema. Nas duas tampas
existe uma abertura interior, em degrau, onde se encaixava um o-ring com 12
cm de didametro externo e 0,4 cm de espessura. Quando fechada, a coluna

media, entre as extremidades das tampas, 55 cm (Figura 3.4).

O corpo da coluna possuia nove portas, designados portas para coleta e
medigéo, importantes para o monitoramento do ensaio, distribuidos de forma
que trés encontravam-se em cada uma das faces livres definidas pelo
posicionamento das hastes metalicas. O didametro interno de cada porta era de
1,0 cm e seu afastamento em relacdo a extremidade superior da coluna, em
cada face livre, é de 12,5 cm, 25 cm e 37,5 cm (Figura 3.4). Cada porta era
fechada com tampa de borracha especial que tinha como finalidades facilitar o

processo de coleta de amostras, as medi¢des e vedacao.

Como a amostra de solo a ser ensaiada deveria estar na condicao indeformada
(estrutura natural conservada), as colunas foram confeccionadas de forma tal
que pudessem ser utilizadas no campo sem oferecer riscos de danificar as

amostras ou até mesmo de dificultar a coleta.
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Figura 3.4 - Desenho da coluna com as dimensdes em metros e a identificacao

das diferentes pecas

0,55

N® | GUANT. PEGA MATERIAL
1 | 2 | TAMPAS SUP.E INF. DA COLUNA PVC
2| 3 HASTE METALICA ACO GALV.
3 2 PORTA DE INECAD/COLETA ACO GALV,
41 TUBO/COLUNA Ve
§| @ PORTADE COLETAMEDIGA¢ | BORRACHA

Foram também confeccionados dois anéis metalicos, um designado colarinho
(didmetro interno de 15 cm e altura de 5 cm) e outro anel biselado (diametro
interno de 15 cm e altura de 3 cm), ambos para proteger as superficies da
amostra de solo de alguma perturbagdo durante o processo de amostragem no
campo (Figura 3.5). O primeiro era acoplado na extremidade superior € o

segundo na extremidade inferior da coluna. Este ultimo possuia, ainda, a
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finalidade de facilitar o processo de moldagem por apresentar a face biselada

cortante.

Figura 3.5 - Esquema dos anéis metalicos com suas dimensdes

ANEL (COLARINHO) ANEL BISELADO

o |8
=1 = = = =0
e ! 0,15 |

| 0,15 |

A metodologia para a coleta da amostra indeformada de solo esta descrita no

item 3.2.2, bem como sua preparacao para a contaminacao.

b) Sistema de contaminagao

O sistema de contaminagao, apresentado na Figura 3.6, foi pensado de modo a
se ter um reservatorio para o armazenamento de cada solugdo contaminante
(colunas 1, 2, 3 e 4), conectado por tubos de plastico a cada coluna. Um
reservatorio (frasco de vidro), funcionando como um Mariotte, posicionado a
distancia de 25 cm da superficie da tampa superior de cada coluna, foi utilizado
para acondicionamento da solugdo contaminante e para a injegdo ascendente
da solucdo. Dessa forma, pretendia-se evitar a percolacdo do liquido por
caminhos preferenciais na amostra de solo, o que certamente ocorreria na

condicao de fluxo descendente.

As colunas 1 e 2 corresponderam aquelas realizadas com o solo de Vigosa
(MG), ao passo que as colunas 3 e 4 com o solo de Duque de Caxias (RJ). A
contaminagao das colunas foi distribuida da seguinte forma: duas (1 e 3)
contaminadas com solugdo aquosa contendo BT e duas (2 e 4) com solugéo

aquosa contendo BT-Etanol.

Em consequéncia da perda de amostras de solo, ndo foram realizados ensaios

designados como branco, consistindo apenas na passagem de agua por estas.
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Cada coluna tinha um reservatorio conectado a uma mangueira plastica, que
era acoplada a porta localizada na extremidade superior da coluna, para o

recebimento do efluente.

Todo o sistema esteve interligado por tubos de plastico e valvulas de ago

galvanizado para o controle do fluxo da solu¢gdo contaminante.
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Figura 3.6 - Desenho esquematico do sistema de contaminagao das colunas de solo
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3.2.1.2 Escolha dos materiais

Para a construgao do sistema de contaminacéo, pesquisaram-se, inicialmente,
os materiais normalmente utilizados, como polimeros e metais, de modo que
fossem escolhidos aqueles menos reativos aos compostos. Por serem
solventes e do mesmo género dos polimeros, o benzeno e o tolueno podem
interagir com estes materiais, degradando-os. Os metais, por sua vez, podem
sofrer corrosdo devido as reagdes quimicas desenvolvidas no contato entre
estes e os compostos. Além disso, como o fator econémico assume, por vezes,
relevancia no desenvolvimento de trabalhos experimentais, a escolha dos
materiais levou em conta a eficiéncia e o custo, considerando-se os objetivos a
serem atingidos e o periodo de duragédo dos ensaios previsto para um periodo
de 150 dias. Por fim, chegou-se a conclusdao que os materiais a utilizar
deveriam ser o PVC, o ago galvanizado e a borracha (apenas para a vedagao

das portas no corpo da coluna), mesmo nao sendo totalmente inertes.

3.2.1.3 Construgao do sistema de contaminagao

Para o presente trabalho foram confeccionadas quatro colunas no

Departamento de Constru¢cao e Manutencio da UFV.

Os materiais e acessoérios necessarios a construgdo das colunas estao

especificados na Tabela 3.10.

Tabela 3.10 - Materiais e acessorios utilizados na construcédo das colunas

Materiais Acessorios

e Tubo em PVC da marca TIGRE | ¢ 36 tampas em borracha, didmetro de 1,0
com didmetro de 10 cm e espessura | cm;
de 0,3 cm;

e Aco galvanizado em varéao, | ¢ O-rings
didmetro de 0,3 cm;

¢ Cilindro macigco em PVC, didametro | e 8 valvulas de aco galvanizado de 3.”;
de 14 cm;

¢ 8 conectores de acgo galvanizado de %4”;

e 12 borboletas de latdo de ¥4”;

e 12 arruelas de latdo de '4”;
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Na Figura 3.7 apresenta-se uma coluna em PVC, bem como detalhes das
tampas superior e inferior e das portas, com registros acoplados, para a injecéo

e coleta do efluente.

Na Figura 3.8 apresenta-se a porta (ou orificio) no corpo da coluna para a
coleta de solo e/ou liquido e medi¢cao de outros parametros, e um detalhe da

tampa em borracha usada para vedar o orificio.

Nas Figuras 3.9 e 3.10 apresentam-se, respectivamente, uma visao geral das

quatro colunas e, do colarinho e do anel biselado.

Figura 3.7 — (a) Coluna em PVC e detalhes da tampa superior e inferior e, das

respectivas portas para coleta do efluente (b) e injecdo da solucdo

contaminante (c).




Figura 3.8 - Detalhe da porta no corpo da coluna para a coleta/medigao
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Figura 3.10 - Colarinho e anel biselado

Para alimentar os ensaios (colunas de solo) com a solu¢gdo contaminante, em
regime de fluxo ascendente, visando minimizar a passagem de agua por
caminhos preferenciais, utilizou-se um frasco de vidro (material ndo reagente
com os compostos da solugdo contaminante), com capacidade para 5 L,

adaptado para funcionar como um frasco de Mariotte (Figura 3.11).

O frasco foi vedado por uma tampa de borracha perfurada no centro por onde
passava um tubo de vidro, cuja extremidade inferior ficava a 0,05m do fundo.
Por ser o tubo perfurado, a pressdo em sua extremidade inferior é a

atmosférica.

Como o frasco era de vidro verificava-se facilmente o nivel da solugdo em seu
interior. Posicionou-se cada frasco a 0,10 m acima da superficie da tampa

superior da coluna.

Figura 3.11 - Reservatorio (frasco de Mariotte) utilizado no sistema
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A alimentagao do frasco com agua para o preparo da solugdo contaminante se
dava ap0s a retirada da tampa de borracha. O orificio proximo a base do frasco
conectava-se a uma mangueira de silicone acoplada a um registro para impedir

ou nao a alimentagao do ensaio.

O sistema de contaminacdo foi montado em area experimental externa do
GeoBioSolo (Figura 3.12) e submetido a testes para verificar o funcionamento

das valvulas, reservatorios e colunas.

Figura 3.12 — Esquema geral do sistema de contaminacgéo

3.2.2 Processo de contaminagao do solo

a) Coleta e preparagao da coluna de solo para o ensaio

As coletas das amostras indeformadas de solos nas colunas em PVC foram
realizadas em um talude no Campo Experimental do Laboratério de Residuos
Sdlidos da UFV e em outro talude da Rodovia Washington Luis no municipio de
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Duque de Caxias (RJ) por um processo cuidadoso de amostragem, de forma a
evitar qualquer perturbagdo em sua estrutura. Na Figura 3.13, apresenta-se um

esquema da coluna com a amostra de solo.

Figura 3.13 - Esquema da coluna com a amostra de solo (cotas em metros)

PORTA PARA A COLETA
DG EFLUENTE
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1 & ; .
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=
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1 = ]
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DA SOLUCAO I rorras para amuEchoicoLETA

O procedimento de coleta das amostras encontra-se detalhado no que se

segue:

- Retirava-se a camada superficial (organica) no ponto de coleta do talude
(Figura 3.14);
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- Posicionava-se a coluna acoplada ao anel biselado sobre a superficie

plana do terreno (Figura 3.15);

- Retirava-se o solo ao redor da coluna com o auxilio de uma

faca/cavadeira (Figura 3.16);

- Acoplava-se o colarinho a coluna e aplicava-se uma forga com as maos
na superficie superior da coluna para empurra-la para baixo, de modo que o
anel biselado e, consequentemente, a coluna penetrassem no solo (Figura
3.17);

- Repetiam-se os dois ultimos passos até que toda a coluna estivesse

preenchida;

- Finalizado o processo descrito acima, a coluna era transportada para o
laboratoério, onde foram retirados o colarinho e o anel biselado e niveladas as

superficies superior e inferior da amostra de solo.

A preparagao de cada coluna para o ensaio teve inicio com a substituicdo de
cerca de 1,0 cm de altura do solo amostrado da base da coluna por material
granular (Figura 3.18), seguida do acoplamento da tampa inferior, onde se
encontra a porta de injegdo da solugdo. O material granular teve fungéo
semelhante a de uma pedra porosa, no sentido de distribuir o liquido injetado

na superficie do solo.

Na superficie superior da coluna, onde seria acoplada a tampa superior com a
porta para a coleta de efluente, foi também substituido 1,0 cm de solo por
areia. Neste caso, o objetivo da utilizagdo deste material era impedir o

carreamento de particulas sélidas da amostra pela solucédo.

Em relagdo as portas de coleta de liquido contaminado situadas no corpo de
cada coluna, trés delas, alternadas como ilustrado na Figura 3.13, tiveram o
volume de solo correspondente ao seu didmetro (1 cm) e comprimento até o
centro da coluna (5 cm) substituidos por areia. O processo consistia da retirada
do solo com auxilio de espatula metalica e, em seguida, preenchimento do
pequeno orificio com areia. Pretendeu-se com esta preparacio realizar mais
facilmente a amostragem do liquido contaminado visto que a areia é um
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material mais permeavel que os solos ensaiados. As demais portas eram

destinadas a coleta de amostras de solo e medigbes de pH e Eh.

Figura 3.14 - Retirada da camada superficial e processo inicial de escavagao

Figura 3.15 — Posicionamento da coluna acoplada ao anel biselado sobre a

superficie do terreno
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Figura 3.16 — Retirada do solo ao redor da coluna com auxilio de faca

Figura 3.17 — Acoplamento do colarinho a coluna e aplicagcdo de forga na

superficie superior da coluna para cravagao

66



Figura 3.18 — Vis&o geral dos materiais substituidos na coluna

b) Saturagao com agua

O processo de saturacdo com agua teve inicio em 26/08/2013 nos
experimentos realizados com solo residual de Vigosa (MG) e em 01/10/2013

com aqueles de Duque de Caxias (RJ).

Para isso, os reservatérios conectados as colunas 1, 2,3 e 4 foram preenchidos
com agua destilada e o sistema entrou em funcionamento com a abertura dos
registros adaptados as portas de entrada e saida das colunas (Figura 3.12).
Adotou-se a aplicagdo de fluxo ascendente nas colunas para minimizar a
passagem de agua por caminhos preferenciais. O periodo de saturacao foi de
aproximadamente dez dias. Ao longo deste periodo monitorou-se a vazao de
agua a jusante das colunas. Medidas efetuadas em diferentes intervalos de
tempo mostraram valores elevados das vazdées quando comparadas aquelas
esperadas com base na condutividade hidraulica (k) dos solos e gradiente
hidraulico aplicado. O valor de k observado era uma ordem de grandeza maior
do que aquele aferido em laboratério. Este comportamento foi atribuido a
passagem de agua por caminhos preferenciais, entre a parede interna do tubo
de PVC e a amostra, apesar dos cuidados tomados durante o processo de
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coleta da amostra indeformada de solo. Naquele momento tornou-se inviavel a
alimentagcao dos ensaios em virtude do grande volume de solugdo necessario.
No propdsito de tentar resolver o problema do fluxo preferencial e reaproveitar
as colunas, decidiu-se paralisar o processo de saturagao e aplicar uma pressao
nas superficies superior e inferior da amostra de solo de forma que houvesse
uma redugado de 1 cm em cada extremidade. Com isso, o comprimento final da
coluna de solo, na condigao de extremidades amolgadas, passou a ser 46 cm.
O processo de compressao teve como objetivo preencher com solo os
possiveis vazios entre a amostra e a parede interna da coluna, de modo a
dificultar a passagem de &agua por caminhos preferenciais proximos as
extremidades e, consequentemente, reduzir a vazao de jusante. O processo

consistiu nas seguintes etapas:
- Retirar a areia inserida nas extremidades das colunas;

- Posicionar a coluna no equipamento extrator de amostras, como

apresentado na Figura 3.19;

- Fixar a superficie superior para ndo ocorrer movimentagao da massa de

solo;

- Submeter a superficie inferior da amostra a compressao, para a reducao
de 1 cm no comprimento, a partir da movimentagdo do pistao alcangada com

rotagdes aplicadas manualmente a uma manivela;

- Inverter a coluna no equipamento e proceder a compressido da

superficie superior, como descrito anteriormente;

- Apds a compressao, as colunas foram reinstaladas nos suportes para

novo processo de saturagao e monitoramento da vazao a jusante.

Ao longo do segundo processo de saturagao, as vazoes a jusante das colunas
se mostraram menores, com valores de coeficiente de permeabilidade (k)
proximos aqueles aferidos em laboratério. Com o problema de fluxo
preferencial resolvido, deu-se inicio ao processo de contaminagao do solo, com

o reaproveitamento das colunas.
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Figura 3.19 - Visdo geral da utilizagdo do equipamento extrator de amostras

para aplicagao de pressao nas extremidades das colunas de solo

c) Solugao contaminante

O fluxo de alimentacado das colunas com a solugao contaminante era continuo,
de forma que os reservatorios, com capacidade para 5 L, eram completados a

medida que ocorria redugao do nivel da solugéo, a cada quatro ou cinco dias.

As amostras de solo de Vigosa foram contaminadas em 06/09/2013 e as de
Duque de Caxias, em 11/10/2013. A duragao dos ensaios correspondeu a 137

dias para as colunas de Vigosa e 146 dias para aquelas de Duque de Caxias.

Nas Figuras 3.20 e 3.21 apresentam-se vistas, frontal e lateral, do sistema de

contaminagao em funcionamento em area externa ao laboratério GeoBiosolo.
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Figura 3.20 — Vista frontal do sistema de contaminacéo
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3.2.3 Processo de amostragem

A extracao do liquido contaminado das amostras ocorreu com a substituicdo da
tampa de borracha de cada uma das portas da coluna por outra tampa, esta
conectada a uma das extremidades de uma mangueira plastica (Figura 3.22a),
tendo na outra extremidade uma rolha de silicone ajustavel ao frasco para

armazenamento da amostra (Figura 3.22b).

Ao se retirar a tampa de borracha de cada porta coletava-se, também, uma
pequena fragdo da amostra de solo, com o auxilio de uma espatula metalica.
Nesse instante, eram diretamente aferidos o pH, por meio da insercdo de uma
tira de papel indicador universal (Merck), e o potencial redox (Eh), com o uso

de uma sonda (Lutron - Modelo ph206).

Figura 3.22 — (a) Tampa de borracha adaptada a mangueira para coleta do

liquido contaminado e (b) Rolha de silicone adaptada a mangueira

Do total de nove portas distribuidas no corpo da coluna, propds-se que:

- Trés, uma de cada face, previamente preenchidas com areia, fossem
utilizadas para permitir a coleta do liquido contaminado para as analises de

microbiologia;
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- Seis, uma de cada face, fossem utilizadas para a coleta de pequena
fragdo da amostra de solo para as analises de microbiologia e, em seguida, da
afericdo direta do pH e do potencial redox (Eh) no local. A cada trés portas

anotava-se a data de amostragem correspondente.

Apos cada amostragem de solo, o0 mesmo material, em condigc&o estéril, era
reposto com auxilio de espatula metalica esterilizada. Apos esta reposicao,
aguardava-se um periodo de tempo, suficiente para que ocorresse a

recolonizagao do solo estéril pela microbiota.

As amostras contaminadas, tanto de solo quanto de liquido, eram formadas
pela mistura das fragcdes coletadas de cada porta, enquanto que o efluente era
coletado diretamente da porta de saida da coluna. Como as coletas do liquido
contaminado e do efluente eram mais demoradas do que a do solo, por vezes,

as datas de amostragens/analises ndo coincidiam.

O liquido contaminado coletado, com mangueira acoplada a tampa de borracha
e rolha de silicone era armazenado em frasco de 100 mL. Os frascos eram

fechados com a tampa plastica e, em seguida, levados para analises.

O efluente, coletado através de mangueira plastica acoplada a porta de saida e
também a uma rolha estéril ajustada a um frasco em vidro de 1 L, era também

enviado para o laboratério de analises.

Por fim, cada fragdo de solo coletada através das portas com espatula
metalica, era acondicionada em frasco esterilizado e analisada imediatamente
(ou permanecia sob refrigeracdo até ser analisada) com relagdo a atividade
microbiana. Esta analise era realizada em um prazo maximo de 24 horas apés

a coleta, no laboratério.

3.2.4 Analises

3.2.4.1 Microbiolégicas

As analises microbiolégicas foram realizadas nas amostras de solo saturado e

nao-saturado (na condicao inicial) e de liquido percolado, retirados através das
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portas no corpo da coluna; no efluente coletado da porta de saida da coluna; e

na solugéo contaminante acondicionada no reservatério de alimentagao.

Com base nos estudos de Zwolinski (2000), que afirma que os processos de
biodegradagado podem ser monitorados através da avaliagdo da atividade das
comunidades microbianas, determinou-se a atividade microbiana degradadora
total a partir da medicdo da hidrélise de diacetato de fluoresceina (FDA)
produzida pelos microorganismos do solo. O método adotado para as analises
baseou-se em uma adaptagéo sugerida por Osterreicher-Cunha et al. (2007) de
uma metodologia modificada por Adam e Duncan (2001) e Green et al. (2006)

e desenvolvida por Schnurer e Rosswall (1982).

O uso da hidrolise de FDA como um método enzimatico para medir atividade
microbiana € reconhecido por muitos pesquisadores, visto que a maior parte
das enzimas abundantes nos solos possuem a capacidade de catalisa-la. As
bactérias e os fungos, considerados os maiores decompositores, mostram
habilidade apreciavel em hidrolisar FDA (ADAM E DUNCAN, 2001; GREEN et
al., 2006).

As amostragens e analises de atividade microbiana degradadora ocorreram em
ambiente aerdbio. Os programas de amostragem seguidos para os dois solos
estudados, Vicosa e Duque de Caxias encontram-se, respectivamente, nos
Quadros 3.1 e 3.2.

Quadro 3.1 — Programa de amostragem dos ensaios com o solo de Vigosa (C1
e C2)

Amostras
Lig. Percolante Solo [Efluente | Reservatorio
0° X X X X
11°
21°
32°
46°
67°
79°
110°
137°

Dia

X

X X X X

X X X X X X X
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Quadro 3.2 — Programa de amostragem dos ensaios com o solo de Duque de

Caxias (C3 e C4)

Dia

Amostras

Lig. Percolante| Solo

Efluente

Reservatorio

0° X X
11°
21°
32°
56°
80°

108°
146° X

X

X X X X X X

X

xX X X X

X

Os reagentes e solugbes necessarios

a realizagdo das analises

microbiolégicas, bem como o procedimento adotado s&o detalhados no que se

segue:
e Reagentes:
- Diacetato de fluoresceina (FDA)
- Fluoresceina
- Metanol
- Cloroférmio
- Fosfato de potassio monobasico
- Fosfato de potassio dibasico

- Agua destilada

e Solugées:
- Tampao fosfato 60nM
- Solucao de cloroférmio-metanol 2:1

- Solugéo estoque de FDA 1000 pg.L-1

- Solugao estoque de fluoresceina 2000 ug.mL-1
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- Solugdo padréo de fluoresceina 20 ug.mL-1
e Procedimento geral para analise em solo:

Para cada amostra foram pesadas trés replicatas de 2 g de solo contaminado e
nao contaminado (condi¢cdo inicial) em tubos falcon (50 mL) previamente
preenchidos com 15 mL da solugdo tampao, esterilizados e identificados (2
replicatas da amostra e 1 branco). As duas replicatas foram acrescentados 200
uL de solugdo de FDA 1000 pug.mL-' e agitou-se ligeiramente. O branco ndo
recebe FDA e serve para medir uma eventual fluorescéncia natural do solo,
sem relagdo com a atividade degradadora dos contaminantes. Um controle
quimico foi igualmente preparado com solugdo de tampao fosfato e FDA, para
medir a eventual hidrélise abidtica do FDA. Em seguida, as replicatas e o
controle foram levados a estufa a 30°C para incubacéo, por aproximadamente
30 minutos, o tempo de incubacdo sendo escrupulosamente monitorado e
anotado. Apds este periodo, a reagao foi interrompida com 15 mL de solugéo
de cloroférmio-metanol 2:1 e agitagcdo manual. Logo depois, as amostras foram
fitradas em filtro quantitativo e anotou-se o volume de filtrado. A medida da
fluoresceina formada nos filtrados durante a incubagdo foi feita em
espectrofotbmetro a 490 nm. A determinacdo da concentragdo em cada
amostra foi obtida a partir de uma curva padrdo de fluoresceina. O valor
medido no controle quimico assim como o medido no branco de cada amostra
foi descontado do valor medido na amostra. Por fim, os calculos foram feitos
para encontrar a quantidade de fluoresceina formada por grama de amostra
por minuto, como segue: (concentracdo medida x volume de filtrado) / massa

de amostra / tempo de incubacéo).

e Procedimento geral para analise em agua:

Em fluxo laminar, as amostras do liquido percolante ou efluente a ser
analisadas foram concentradas através de filtracdo em membrana esterilizante
(poro de 0,20 um) estéril, utilizando um sistema de filtragdo (kitazato e bomba
de vacuo) esterilizado. Apos filtragem retirava-se a membrana com pinga

estéril, subdividia-a em duas ou quatro partes iguais, a depender da quantidade
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de amostra filtrada, e introduzia cada parte em tubos falcon com 15 mL de
solugdo tampao fosfato. Identificava-os como controle (1) e replicatas da
amostra (1 ou 3). Acrescentavam-se 200 uL de solugdo de FDA 1000 pg.mL-"
nas replicatas, agitava, incubava-se por aproximadamente 40 minutos,
interrompia a reagdo com 15mL de solugado de cloroférmio-metanol 2:1, filtrava
e media a fluoresceina formada nos filtrados durante a incubacdo em
espectrofotdbmetro, conforme descrito para solos. O seguinte calculo foi feito
para encontrar a quantidade de fluoresceina formada para a quantidade de
agua filtrada: (concentragdo medida x volume de filtrado) / volume de agua

filtrada / tempo de incubacéo).

3.2.4.2 Medicoes de pH e potencial de redugao (Eh)

As medidas de parametros fisico-quimicos sao importantes para a estimativa
de alteracdes das condigdes quimicas do solo, bem como do comportamento

da microbiota.

De acordo com a USEPA (2003) é possivel verificar a existéncia de algum
potencial geoquimico do ferro que esteja afetando o comportamento ambiental

no solo a partir das medi¢des do pH e Eh.

O pH e o Eh eram medidos diretamente nas portas das colunas, pouco antes
da amostragem dos solos. Em virtude do periodo de tempo demandado para a
chegada dos materiais e instrumentos, as medi¢gdes nas colunas com o solo de
Vigcosa (MG) foram realizadas apenas nos 67°, 110° e 137° dias de ensaio. Ja
para aquelas com o solo de Duque de Caxias (RJ) as medigdes ocorreram nos
80°, 108° e 146° dias.

Através da inser¢ao de uma tira de papel indicador universal de pH (Merck), em
cada porta das colunas, deixando-a em contato com a fase liquida por
aproximadamente 1 minuto, foi realizada a medigcdo deste parametro. Assim,
foram obtidas medidas de pH ao longo das colunas, sendo as posicoes
denominadas topo, meio e base.

A aquisicdo de uma sonda para verificagdo de Eh (Lutron - Modelo ph206),

com didmetro menor que 1,0 cm, permitiu a medida deste parametro ao ser
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inserida em cada porta das colunas, deixando-a em contato com a fase liquida
por aproximadamente 5 minutos. Anterior as medi¢des, o eletrodo era lavado
com agua deionizada, seco com papel e envolto por tecido fino e permeavel.
De forma semelhante a do pH, considerou-se a primeira medida para as

posicdes referidas como topo, meio e base.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo sao apresentados e discutidos os resultados, relacionados ao
monitoramento realizado em laboratério, do potencial redox, pH e das analises

microbiologicas.

4.1 Analise dos Indicadores de Biodegradagao

A partir da analise integrada temporal dos dados de laboratério foi possivel
acompanhar a variagdo de alguns indicadores do processo de atenuacao
natural monitorada (ANM) estudado em dois tipos de solo, um contaminado
apenas com benzeno (B) e tolueno (T), e outro acrescido do composto etanol
(E). Assim, obteve-se uma concepcgao geral da tendéncia de biodegradacao

dos contaminantes ao longo do tempo.

O periodo de duracédo dos ensaios, com medida da atividade microbiana em
amostras de solo e agua, correspondeu a 137 dias para as colunas com solo

de Vigosa e 146 dias para aquelas com solo de Duque de Caxias.

4.1.1 Potencial de Oxi-Redugao (Eh) e pH

Os solos naturais em estudo apresentaram medidas de pH iguais a 4,6 (Duque
de Caxias) e 5,29 (Vigosa). Estes valores sé&o de pH acido, geralmente comuns
em solos tropicais. Ja os solos de regides temperadas tendem a variar os seus
valores de pH entre 6 e 7, como mencionado nos trabalhos de Anderson et al.
(1998), Lovely et al. (1991) e Zheng et al. (2002).

As colunas de solo, enumeradas na Tabela 4.1 como 1 e 2, referem-se as
colunas com amostras de solo residual de gnaisse de Vigosa, sendo uma
contaminada com solugao aquosa contendo os compostos BT e a outra com
BTE, respectivamente. Ja as colunas 3 e 4, Tabela 4.2, sdo as colunas com
amostras de solo residual de gnaisse de Duque de Caxias, em que a primeira

foi contaminada com BT e a segunda com BTE.
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Tabela 4.1 - Valores de potencial de oxi-reduc¢do (Eh) e pH medidos no liquido

percolante das colunas 1 e 2 durante o ensaio

Solo Residual de Gnaisse (Vigosa)
Dia . Coluna 1 -BT Coluna 2 - BTE
Posicao
Eh (mV) pH Eh (mV) pH
21 - - 8 - 7
topo 321 193
67 meio 270 7 192 7
base 308 164
topo 230 110
110 meio 200 7 105 7
base 220 190
topo 150 101
137 meio 207 7 102 7
base 205 134

Tabela 4.2 - Valores de potencial de oxi-reduc¢do (Eh) e pH medidos no liquido

percolante das colunas 3 e 4 durante o ensaio

Solo Residual de Gnaisse (Duque de Caxias)
Dia L. Coluna 3 - BT Coluna 4 - BTE
Posicdo
Eh (mV) pH Eh (mV) pH
topo 232 230
80 meio 222 7 220 7
base 216 218
topo 201 139
108 meio 276 7 149 7
base 195 143
topo 150 125
146 meio 172 7 89 7
base 148 136

E importante lembrar que as medicdes de Eh foram realizadas através da
insercdo da sonda nas portas posicionados proximo ao topo, a base e no meio
da coluna. O topo e a base da coluna referem-se aos locais de entrada e saida
da solucdo contaminante, respectivamente. Assim, a partir dos valores
observados, podem-se obter informagdes sobre o processo de biodegradacgao

predominante durante o monitoramento realizado. Contudo, o0 modo como foi
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possivel fazer a medicdo provavelmente aumentou ligeiramente o valor do
potencial, devido a exposi¢do ao oxigénio. Assim sendo, pode-se considerar

que os valores medidos ficaram ligeiramente acima dos reais.

Os graficos da Figura 4.1, plotados a partir dos dados das Tabelas 4.1 e 4.2,
apresentam os valores de Eh e pH, os quais correspondem aos 80° 108° e
146° dias apds a contaminagdo do solo residual de gnaisse de Duque de
Caxias; e aos 67°, 110° e 137° dias ap6s a contaminagédo do solo residual de

gnaisse de Vigosa.

Os valores de pH, valor médio das medidas realizadas no liquido percolante
em cada orificio (topo, meio e base) para cada coluna de solo, s&o
apresentados nos graficos (b), (d), (f) e (h) da Figura 4.1. E possivel observar
que os valores de pH para as diferentes colunas, contaminadas com BT e BTE,
mantiveram-se constantes, em torno de 7. O pH 6timo para a acdo dos
microrganismos ¢é usualmente proximo da neutralidade, mas muitos
microrganismos presentes em aquiferos podem agir, sem prejuizos de suas
fungdes, para valores de pH entre 2 e 9 (CORSEUIL, ALVAREZ, 1996;
MESQUITA, 2004). Além disso, Mariano (2006) sugere que um aumento nos
valores de pH pode ser creditado ao consumo de prétons (H+), durante a

reducao de ions férricos, por exemplo.

Figura 4.1 - Graficos de Eh e pH dos quatro experimentos ao longo do tempo

Coluna 1 - BT: Solo Residual de Gnaisse Coluna 1 - BT: Solo Residual de Gnaisse
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Em relacdo aos graficos (a) e (c), Figura 4.1, verifica-se que a coluna 1
apresentou maiores valores de Eh, (+) 150 a (+) 321, quando comparada a
coluna 2, (+) 101 a (+) 193. Diversos estudos demonstram que a
biodegradagao do etanol acontece preferencialmente em relagdo aos BTEX,
consumindo assim todo ou parte do oxigénio disponivel (FERNANDES, 1997;
OSTERREICHER-CUNHA et al., 2007). Além disso, sabe-se também que as
concentracdes de oxigénio e hidrogénio sao utilizadas para avaliar o potencial
redox. Assim, enquanto que em condi¢cdes aerdbias os microrganismos utilizam

0 oxigénio encontrado no meio para oxidar combinagbes organicas (EPA,
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2004), na auséncia dele, o hidrogénio é consumido pelos microrganismos que
fazem uso do nitrato, ferro (lll), sulfato e/ou CO como aceptores de elétrons,
estabelecendo a biodegradacao anaerébia (LANGENBACH, 1994; EPA, 2004).
Dessa forma, sabendo-se que neste estudo o aporte de O2 era constante, em
funcdo da entrada de agua nas colunas, o declinio do potencial redox, a
principio, indica que houve redugdo da concentracdo de oxigénio dissolvido,
sugerindo ter ocorrido a biodegradacao preferencial aerdbia do etanol em

relacdo aos hidrocarbonetos BT.

Ao analisar os graficos (e) e (g), Figura 4.1, referentes as colunas 3 (148 e 276
mV) e 4 (89 a 230 mV), nota-se que o comportamento € similar ao observado
para as colunas 1 e 2 porém em Eh mais baixo, sendo os valores de potencial
redox ligeiramente mais baixos ao ensaio com BTE. Inclusive, é possivel
observar a diferenga significativa do Eh entre os valores do meio das colunas 3

e 4, onde a influéncia da entrada de O:2 pelas extremidades € menor.

Quanto aos valores de Eh no meio das colunas 2 e 3, pontos discrepantes das
curvas, podem ser advindos de erros ou artefatos experimentais. Este ultimo
pode ter permitido a entrada de maior percentual de O2, sem manuseio, nao

constituindo um erro.

De forma geral, é possivel verificar nos graficos (a), (c), (e) e (g), Figura 4.1,
que houve uma reducao do valor de Eh, ao longo do tempo, em relagdo a cada
ponto de medi¢cao da coluna (topo, meio e base). O declinio dos valores de Eh
€ um indicativo das possiveis mudancgas de condicbes oxidantes, favoraveis
aos microrganismos aerobios, para condigdes redutoras, melhores condi¢des
aos processos anaerobios (Anderson et al., 1998). Portanto, é aceitavel sugerir
que a biodegradacao preferencial do etanol, seguida dos compostos BT, tenha
consumido o O2 disponivel mais rapidamente que a sua recarga através da
entrada de solugcdo contaminante aquosa nas colunas, criando condigdes

favoraveis a biodegracao anaerobia.

No entanto, é notavel que os valores do potencial redox referentes as colunas
com solo de Vicosa em relagdo aqueles das colunas com solo de Duque de
Caxias, nas mesmas condi¢gdes de ensaios, sdo ligeiramente mais elevados.

Sabe-se que o rapido consumo de oxigénio leva a anaerobiose e,
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consequentemente, acarreta a queda do potencial redox. Assim, a diferenca
observada mostra que o solo de Duque de Caxias pode ter entrado em
anaerobiose, e isso pode ter ocorrido devido a maior atividade microbiana por
uma degradacado mais rapida. Neste contexto, futura abordagem sera feita em

relagao as caracteristicas naturais dos solos.

4.1.2 Precipitagao do Ferro

O ferro, sob condicbes ambientais naturais, aparece em solugdo como as
espécies Fe(ll) e Fe(lll). Nos solos, ocorre como oxidos de Fe(lll), sendo o
Fe(ll) a forma menos soluvel. O pH, potencial redox e umidade sdo fatores
determinantes no controle da disponibilidade do ferro (SEGALEN, 1964;
USEPA, 2003).

Os microrganismos transferem elétrons para o Fe(lll) reduzindo-o a Fe(ll),
tornando possivel a oxidagdo de compostos organicos. A depender da
composicao do solo, o Fe(lll) pode ser o receptor mais abundante e
biodisponivel para a oxidacdo de material organico em sistemas anaerobios
(LOVELY, ANDERSON, 2000; ANDERSON et al., 1998).

Assim sendo, importante avaliagao refere-se a verificagao da disponibilidade de
ferro reduzido em funcao das condi¢cdes de pH e Eh do ambiente existente nos

ensaios (Figura 4.2).

Ao analisar a Figura 4.2, a relagdo entre os valores de pH medido e as
variagdes verificadas nos valores do potencial redox das colunas, ao longo dos
experimentos, indicou a disponibilidade de Fe*? nas amostras de solos em
todos os ensaios. Sendo assim, pode-se correlacionar a presenga/aumento na
concentragdo de Fe*?, frente as condicoes de pH e Eh dos ensaios, a
possibilidade de processo de biodegradagcao anaerobia dos compostos
organicos. Outras discussdes serdao abordadas no trabalho em relacéo a esse

aspecto
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Figura 4.2 — Diagrama de especiacao de ferro no solo sob diferentes condi¢des
de pH e Eh (USEPA, 2003)

Fel =)

Como mencionado na sec¢dao 3, ao final dos ensaios procedeu-se ao
fracionamento das colunas de solos para observacao visual e realizacéo de
analises de FDA, visando a avaliagao das variagcbes da atividade microbiana
degradadora ao longo da coluna. As imagens das Figuras 4.3 e 4.4
correspondem a observacao visual de todas as fatias e especificamente da
fatia a da coluna 4, respectivamente. O solo de Duque de Caxias contaminado

com BTE corresponde a coluna 4.

E visualmente perceptivel a tonalidade de cor mais escura, se comparada a cor
natural do solo, apresentada pela fatia a da coluna 4 (Figura 4.4). Ao observar
a Figura 4.3, verifica-se que a fatia b também apresentou este comportamento.
Sabendo-se que o solo em estudo possui ferro em sua composicdo quimica e o
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ensaio, como ja mencionado, condigbes redutoras favoraveis, supbe-se ter

ocorrido precipitacao de ferro.

Figura 4.3 — Imagem das fatias da coluna 4
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Com o propdsito de confirmar a suspeita acima, partiu-se do principio que, uma
vez exposto ao oxigénio, se o material escuro fosse mesmo ferro precipitado,

seria todo reoxidado, e o solo recuperaria a sua tonalidade de cor.

Tendo em vista a futura necessidade de realizagcdo de analises
complementares, parte das amostras dos solos referentes as fatias a e b foram
armazenadas em frascos de vidro, posteriormente vedados e armazenados em
refrigerador a temperatura adequada. O restante das amostras foi depositado
em bandejas plasticas e expostas ao ar livre. Entdo, apds aproximadamente
uma semana, ao manusear os frascos, constatou-se que os solos haviam
recuperado as suas cores naturais. Além disso, comportamento analogo foi
percebido para os solos das bandejas. Sendo assim, pode-se inferir que o
precipitado era ferro. Fernando (2009) em um estudo com esse solo verificou a
mobilizacédo do Fe(lll) e sua redugéo na biodegradacéo de BTEX em condigdes

saturadas e de anaerobiose.

Na imagem da Figura 4.5 € mostrada uma observacgéao visual de todas as fatias

da coluna 2. O solo de Vigosa contaminado com BTE corresponde a coluna 2.

Figura 4.5 - Imagem das fatias da coluna 2
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Em relagéo as fatias da coluna 2, solo de Vigosa contaminado com BTE (Figura
4.5), observou-se que nenhuma delas apresentou tonalidade de cor escura. No
entanto, apds armazenamento em frascos no refrigerador, as amostras de
solos referentes as fatias b e ¢ apresentaram cor escura. Sendo assim, parte
das amostras acondicionadas nos frascos foram depositadas em bandejas
plasticas e expostas ao oxigénio. Apdés um dia verificou-se a recuperagédo da
cor natural. Logo, mais uma vez, pode-se deduzir que ocorreu a precipitagao

do ferro.

Presume-se que a atividade microbiana aerdbia, apés armazenamento do solo,
tenha prevalecido até o esgotamento de O2, continuando em anaerobiose. Esta
hipétese sugere que a atividade microbiana deste solo se manteve elevada
durante o ensaio, possivelmente em condigoes de microaerofilia, permitindo a
acgao de bactérias aerdbias e anaerdbias, enquanto no solo da coluna 4 (Duque
de Caxias) parece mais provavel ter prevalecido a atividade anaerdbia. O solo
em estudo apresenta naturalmente baixas concentragbes de nitrogénio e

manganeés, e elevada concentracao de ferro.

4.1.3 Atividade Microbiana Degradadora

Os resultados e discussdo apresentados neste item referem-se a atividade
microbiana degradadora, medida em amostras do liquido percolante, efluente e
solo, através da hidrélise de FDA e consequente producao de fluoresceina, em
condicdo de aerobiose, para solos saturados com solucdo aquosa

contaminante contendo benzeno (B) e tolueno (T).

As Tabelas 4.3 e 4.4 mostram a média e o desvio padrdo dos valores de
fluoresceina obtidos a partir da determinagdo da atividade microbiana
degradadora dos solos das colunas 1 e 3 ao longo dos ensaios, com duragéo
de 137 e 146 dias respectivamente. O objetivo é observar a variagdo da
atividade microbiana entre os diferentes elementos analisados, para cada

ensaio.
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Tabela 4.3 - Valores das concentragdes de fluoresceina (ug x g' x min'') ao

longo do ensaio relativo a coluna 1

Coluna 1 - Solo Residual de Gnaisse (Vigosa)

Dia Lig. Percolante Solo Efluente Reservatério
Média d.p. Fatias Média d.p. Média d.p. Média d.p.

0 n.d.* 0,3053 | +0,2771 n.d.* n.d.*

1 n.d.* 0,6318 | £0,0000 | 0,0028 | +0,0009

21 0,0073 | +0,0004 0,0043 | +0,0002

32 0,0006 | +0,0006 0,0017 | +0,0003

46 n.d.* n.d.*

67 n.d.* 0,4253 | £0,0309

79 n.d.*

110 0,0004 | +0,0000 0,3955 | £0,0346

137 F1a 0,7860 | £0,1558

137 F1b 0,9613 | £0,1415

137 Fic 0,8757 | 10,2562

137 F1d 0,7950 | £0,0569

*néo detectado pelo método utilizado

Tabela 4.4 - Valores das concentragdes de fluoresceina (ug x g' x min') ao

longo do ensaio relativo a coluna 3

Coluna 3 - Solo Residual de Gnaisse (Duque de Caxias)

Dia Lig. Percolante Solo Efluente Reservatério
Média d.p. Fatias Média d.p. Média d.p. Média d.p.

0 0,0002 | +0,0000 0,0115 | +0,0200 n.d.*

11 n.d.* 0,0585 | +0,0150 n.d.*

21 0,0003 | +0,0000 0,0006 | +0,0000

32 n.d.* 0,0004 | +0,0000

56 0,0001 | +0,0000

80 0,0009 | +0,0000 0,0406 | +0,0109

108 n.d.* 0,0169 | +0,0238

146 F3a 0,0593 | +0,0799

146 F3b n.d.*

146 F3c n.d.*

146 F3d 0,0459 | +0,0337

*ndo detectado pelo método utilizado

A partir das Tabelas 4.3 e 4.4 é possivel verificar que, apds a saturacado das

amostras de solo, condicdo em que o0s vazios entre as particulas sélidas estao

preenchidos com agua, houve uma queda na atividade microbiana aerdbia
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degradadora, referente ao dia zero dos ensaios, em relagdo aquela medida nos
solos naturais, 0,0317 + 0,006 ug x g' x min' (Duque de Caxias) e 0,607 +
0,000 ug x g™ x min' (Vigosa). E observado o aumento da atividade microbiana
a partir do 11° dia dos ensaios, sendo mais apreciavel quando verificado o
ultimo dia de cada ensaio. Esta queda inicial se deve, provavelmente, a fase de
adaptacdo da microbiota a nova condigdo geoquimica imposta ao solo. De
forma geral, em relacdo as demais amostras analisadas, ao longo do ensaio,
observa-se um ligeiro aumento da atividade. A seguir serdo apresentadas

outras justificativas para tais ocorréncias e também novas observagoes.

Nas Figuras 4.6 e 4.7 é possivel perceber que a atividade microbiana nas
amostras de efluente e liquido percolante das colunas 1 e 3 apresentaram
valores baixos, com ordem de grandeza na terceira e quarta casas decimais.
Este comportamento é esperado uma vez que naturalmente a agua tende a

apresentar atividade muito menor quando comparada ao solo.

Neste contexto, Paul e Clark (1989) afirmam que os microrganismos
necessitam de CNP e micronutrientes para realizar certas atividades
enzimaticas e assegurar o crescimento microbiano. Logo, para o incremento de
biomassa requerem principalmente nitrogénio e fésforo. Assim sendo, a
disponibilidade desses nutrientes na regido contaminada € um fator critico para
a biodegradacdo (CORSEUIL; ALVAREZ, 1996). Outro fator que deve ser
considerado como limitante da atividade microbiana € a presenga de biomassa
autéctone insuficiente para a degradacdo dos contaminantes em agua
(CORSEUIL, 1994). Além disso, em muitos casos, a baixa solubilidade do
oxigénio em agua é a maior limitagcdo na biodegradagdo aerobia em
subsuperficie (BORDEN, 1994). Portanto, estes sao alguns fatores que

contribuem para a baixa atividade em agua.

A situagéo de estar em suspensao na agua nao € propicia ao desenvolvimento
microbiano e €, em geral, apenas uma transicdo, como para deslocamento das
células, por exemplo. A condicdo adequada para o desenvolvimento de
comunidade microbiana é sobre um suporte sélido, no caso, as particulas de
solo, que, pela mesma ocasido, podem fornecer os nutrientes necessarios. E

por essa razao que, na falta de suporte solido suficiente, as bactérias
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produzem o biofilme, criando um ambiente onde as células estardo agregadas
e fixas, sendo o biofilme também um filtro para reter quaisquer compostos ou
elementos em suspensao na agua que possam servir ao seu desenvolvimento.
Essa é a principal razdo pela qual ha pouca atividade mensuravel em amostras

de agua: poucas ceélulas e condigbes inadequadas para atividade elevada.

Diante deste aspecto, as medidas de atividade nos efluentes foram encerradas
antes do término dos ensaios. Entretanto, com o objetivo de acompanhar
alguma possivel variagdo da atividade referente aos liquidos percolantes, estas
medidas foram realizadas até o término do ensaio. Porém, ndo foi observado

mudanc¢a comportamental.

Ressalta-se que as analises de atividade nas amostras dos diferentes tipos de
solos foram realizadas em ambiente com presenca de oxigénio. Nao ha

medidas em anaerobiose.

Figura 4.6 - Atividade microbiana degradadora avaliada no liquido percolante e

efluente da coluna 1 ao longo do ensaio

Meédia dos valores de fluoresceina das fatias
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Figura 4.7 - Atividade microbiana degradadora avaliada no liquido percolante e

efluente da coluna 3 ao longo do ensaio

Meédia dos valores de fluoresceina das fatias
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Os solos em estudo apresentaram populagcdes microbianas ativas e adaptadas
as condig¢des oxidantes naturais. Dessa forma, continham ou eram capazes de
produzir as enzimas necessarias a degradacao da matéria organica. Segundo
Rudd et al. (1996), além das bactérias, os fungos representam importante
papel na degradac&o dos hidrocarbonetos no solo. A profundidade de 3 a 8 m,
as bactérias sdo encontradas geralmente em quantidade muito maior que os
fungos (MOREIRA, SIQUEIRA, 2006). De forma geral, o pH ideal para o
metabolismo dos fungos € ligeiramente acido, em torno de 5,0, enquanto que
as bactérias sdo mais adaptadas a valores préximos a neutralidade, variando
de 6 a 8 (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004). Neste contexto, em fungéo
das condi¢gdes de amostragem dos solos e ensaios, presume-se que a
atividade microbiana desta pesquisa esteja relacionada a agao das bactérias
na degradacao dos compostos organicos. Além disso, estudos com os solo de
Duque de Caxias tém sido realizados ha 15 anos e raramente foram
encontradas populagées de fungos (OSTERREICHER-CUNHA et al., 2004,
2007, 2009).
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Apds a coleta em campo, as amostras dos solos foram submetidas ao
processo de saturagcdo com agua e, posteriormente, feita a introdugdo dos
compostos contaminantes benzeno e tolueno por meio de solugdo aquosa.
Portanto, foram impostas novas condigbes as amostras de solo em duas
ocasides. A atividade aerobia dos microrganismos, medida nas amostras de
solos recém saturadas, sofreu redugao significativa. A saturagdo do solo com a
presenca de hidrocarbonetos monoaromaticos € impactante, sendo capaz de
interferir no crescimento microbiano. Dessa forma, € necessario aos
microrganismos um determinado periodo de tempo para que possam se
adaptar ao ambiente e gerar energia, resultando no aumento da populagédo. Ao
longo deste periodo, populagdes de microrganismos geneticamente mais
resistentes e com capacidade de degradacdo dos xenobidticos sao
selecionadas e iniciam a ativagcdo ou producdo de enzimas especificas para

atacarem os compostos (e.g. ALCAMO, 1996).

Normalmente, a solubilidade e, consequentemente, a movimentacdo dos
micronutrientes catibnicos (cobre, ferro, manganés e zinco), aumenta com a
diminuicdo do pH do solo. Sob condi¢cbes redutoras, a solubilidade do cobre e
zinco diminuem e a do ferro e manganés aumentam. Neste contexto, a
microbiota do solo pode capturar estes micronutrientes para a sintese de
enzimas (ALCAMO, 1996). Em seguida, espera-se que 0s microrganismos
deem inicio a degradacao dos hidrocarbonetos de petréleo através de reagdes
de oxirredugao com o uso de aceptores de elétrons disponiveis no solo. Nesta
pesquisa, o oxigénio (O2) era o aceptor constantemente disponibilizado, ainda
que em teores baixos, em funcdo do abastecimento dos ensaios com solugéo
aquosa. Em condigdes anaerdbias, o ion férrico, Fe(lll), poderia ser utilizado,
em virtude das caracteristicas dos solos, que ndo contém nitrato, nem sulfato e
pouco manganés, respeitando o processo termodindmico de ordem sequencial
na utilizagdo dos aceptores (LOVLEY et al. 1994).

As Figuras 4.8 e 4.9 foram elaboradas baseadas nos valores das Tabelas 4.3 e
4.4. A Figura 4.8 demonstra a tendéncia do comportamento da atividade

microbiana em cada ensaio ao longo do tempo.
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Figura 4.8 - Atividade microbiana degradadora nos solos das colunas 1 e 3

avaliada durante o ensaio
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E possivel perceber na Figura 4.8 que a atividade microbiana aerdbia ao longo
do ensaio realizado com o solo de Vigosa apresentou maiores valores quando
comparado aqueles verificados para o solo de Duque de Caxias. Pode-se
considerar que uma menor atividade, medida em aerobiose, provavelmente
corresponda a uma maior atividade anaerébia. Logo, a diferenga observada
pode ser indicativa de uma maior predisposicdo do solo de Duque de Caxias
para entrar em anaerobiose. Estes resultados vao ao encontro da hipotese que
o0 solo de Vigosa permanece em condigcbes de microaerofilia, com alguma
atividade aerdbia, enquanto o solo de Duque de Caxias provavelmente entra

em anaerobiose.

A Figura 4.9 mostra a variagcdo da atividade entre as fatias dos solos das

colunas referente ao ultimo dia de cada ensaio.

A variagao de atividade microbiana entre os resultados de ambas as colunas
caracteriza o comportamento de oscilagao tipico de sistemas biolégicos. Toda
atividade desenvolvida pelos microrganismos envolve ganho e perda de
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energia. Sendo assim, para que a atividade seja mantida é essencial a

obtencao de novas quantidades de energia em intervalos de tempo.

Figura 4.9 - Variacdo da atividade microbiana entre as fatias de solo das
colunas 1 e 3 referentes ao ultimo dia de cada ensaio. As letras ‘a’, ‘b’, ‘c’ e ‘d’
indicam a ordem das fatias em relagdo ao topo da coluna, local de entrada da

solucao contaminante
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A degradacdo dos compostos organicos iniciais tem como consequéncia a
modificagdo da composigcdo quimica do ambiente. Entdo, € comum que
populagdes anteriormente adaptadas ao meio sejam substituidas devido ao
processo de selegcao natural de microrganismos capazes de produzir enzimas
mais eficientes. Ou, entdo, a populagao existente devera produzir tais enzimas.
Portanto, as pequenas variacbes de atividade ocorridas nos ensaios podem

estar relacionadas a esse mecanismo natural da microbiota.

Os valores de atividade microbiana aerodbia referentes ao ultimo dia de cada
ensaio (Figura 4.8) foram obtidos a partir da média daqueles relacionados a

cada fatia das colunas 1 e 3 (Figura 4.9) e se apresentam maiores em relagao
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aos demais. E compreensivel esta ocorréncia visto que, por um determinado
periodo de tempo, os solos foram expostos ao ar, uma vez retirados das
colunas. Além disso, a divisdo em fatias permitiu uma amostragem mais

homogénea da regido central das amostras de solo.

As distingbes entre a atividade da coluna 1 e da coluna 3 sdo naturais uma vez
que dispomos de solos com diferentes caracteristicas. O solo natural de
Vigosa, por exemplo, apresentou maiores valores de atividade e teor de
matéria organica. E notavel, por exemplo, o comportamento semelhante da
atividade microbiana em cada uma das colunas até aproximadamente o 11° dia
de ensaio. Entretanto, observa-se também que a atividade da coluna 1 sao
maiores quando comparada a da coluna 3, sugerindo novamente o aumento da

atividade anaerobia no solo de Duque de Caxias.

Embora tenha ocorrido a adaptagdo da microbiota em ambos os ensaios, frente
ao impacto causado pela saturacdo e contaminagdo com os compostos BT, a
atividade da coluna 1 teve um aumento. E possivel que, além deste solo ter
apresentado maior teor de matéria organica, o que aumentaria a
biodisponibilidade dos compostos organicos, a presenga da agua possa ter
causado uma maior disponibilizacdo de nutrientes a microbiota, contribuindo
para este efeito. Ja para a coluna 3, com baixissimas medidas de atividade
aerobia, por possuir menor teor de matéria organica e talvez pouca mobilizagao
de compostos pela agua, ainda assim, nao é possivel fazer a proposicao de ter
logo entrado em anaerobiose, uma vez que nao foi observado visualmente
ferro precipitado, como verificado para a coluna 4 (BTE). No entanto, a coluna
3 poderia ter entrado em anaerobiose mas, por nao haver etanol, mais
tardiamente, e nao ter chegado a utilizar o ferro, visto haver um pouco de Mn
nesse solo e a faixa de Eh dessa coluna, entre 100 e 200mV, corresponder ao

metabolismo facultativo dos microrganismos.

Apos aproximadamente 35 dias, a atividade nos dois ensaios apresentou um
decréscimo até o 110° dia, aumentando ao final do ensaio. A queda da
atividade aerdbia, em virtude do periodo de tempo do ensaio, pode ser
atribuida ao aumento da atividade anaerdbia. No entanto, é importante lembrar

que era continua a alimentagdo dos ensaios com a solugdo aquosa contendo
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os compostos BT, o que significa constante reposicdo de O2. Assim, por
alguma mudanga das condigdes do sistema, o rapido consumo de O2 pelas
bactérias em relagdo a recarga, por exemplo, poderia criar condi¢bes de

anaerobiose.

Durante os ultimos dias de ensaio foi observado o aumento da atividade
microbiana aerdbia, em especial, para o ensaio com a coluna de Vigosa.
Mudangas nas condigbes do sistema podem ter sido a causa deste
comportamento. E possivel que a atividade microbiana anaerébia tenha
diminuido com o aumento da aerdébia ou um novo equilibrio tenha sido
estabelecido, com condicbes de baixissimas concentragbes de oxigénio
(microaerofilicas), onde ambos os tipos de bactérias estariam agindo, o que

nao levaria a queda brusca do potencial redox, como observado anteriormente.

Na Figura 4.9, observa-se que as medidas de atividade nas fatias da coluna 1
(Vigosa) comparada as da coluna 3 (Duque de Caxias), apresentaram pouca
variagao ao longo da coluna, sugerindo que esteja em aerobiose. Em relagao a
coluna 3, nota-se que quase nao é possivel medir atividade aerdbia no meio da
coluna, onde certamente ha menor disponibilidade de O2, se comparada as
extremidades, em que na entrada o O2 entraria dissolvido na solucéo
contaminante, e, na saida, em virtude da porta ficar aberta, poderia haver
entrada de O2. Estas condigbes poderiam sugerir a coluna 3 em anaerobiose,
mas ndo € possivel confirmar esta hipétese, como ja mencionado. Para a
coluna 1, os adicionais de Oz devido as condi¢cdes das extremidades da coluna,

seriam irrelevantes diante da quantidade de Oz que ja se encontra presente.

De modo geral, a atividade aerdbia da coluna 3 ndo se apresentou tao intensa
quanto a da coluna 1. A principio, pode-se associar esta disparidade em virtude
das diferentes condi¢cdes dos sistemas e as caracteristicas fisicas, quimicas e

microbiolégicas entre os solos.

4.1.4 Influéncia do Etanol

O etanol apresenta uma caracteristica estrutural que favorece a sua rapida

biodegradagdo, bem como a sua taxa de mobilidade quando presente em
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ambientes de subsuperficie. Desta forma, os mecanismos abidticos para a
atenuacado de contaminantes em ambientes subterraneos nao contribuem
significativamente para a redugcéo da mobilidade deste composto. Nesse caso,
o transporte e destino do etanol serdo predominantemente definidos pela
biodegradagao (WIEDEMEIER et al., 1999a).

A biodegradacdo do grupo BTEX-Etanol presente na gasolina tem sido alvo de
estudos em processos aerdbios e anaerébios (CORSEUIL et al., 1996;
BARBARO, BARKER, 2000; KAO, WANG, 2000; LANDMEYER, BRADLEY,
2003; OSTERREICHER-CUNHA et al., 2004; TIBURTIUS; PHELPS, YOUNG,
1999; SILVA, ALVAREZ, 2002; OSTERREICHER-CUNHA et al., 2007; DOU et
al., 2007).

Em comparagdo aos constituintes da gasolina, o etanol pode ser degradado
sob condicdes aerdbias e anaerdbias em tempo muito inferior, uma vez que ele
participa diretamente do ciclo bioquimico celular, ndo sendo necessario o
tempo suplementar para a ativagao ou sintese enzimatica como na presenca
do BTEX (CORSEUIL et al., 1996; OSTERREICHER-CUNHA et al., 2007).
Desta maneira, a presenga do etanol atrasa a degradacdo dos
hidrocarbonetos, pois além de poder ser toxico e inibitério para os
microrganismos (CORSEUIL; MARINS, 1998), a sua degradacao preferencial
provoca uma alta demanda de oxigénio e uma elevada utilizagao dos nutrientes
e receptores de elétrons disponiveis, que poderiam ser utilizados na
biodegradagdo dos BTEX (CORSEUIL et al.,, 1998; SILVA, 2002; RUIZ-
AGUILAR et al., 2003; DA SILVA, ALVAREZ, 2004; NUNES, CORSEUIL, 2005;
COSTA et al., 2006; OSTERREICHER-CUNHA et al., 2007). As taxas de
biodegradacado do etanol, em condi¢cbes aerdbias ou anaerdbias, bem como
processos metabdlicos da sua oxidagao, sédo influenciados pelos receptores de
elétrons presentes no local impactado. Portanto, € importante o aporte de mais
informacdes a respeito do papel e efeitos da adicdo de etanol na
biodegradacgao da gasolina.

Em solos saturados e aguas subterraneas contaminados com gasolina, é

comum ocorrer um rapido esgotamento do oxigénio dissolvido, o que promove
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condigdes favoraveis aos processos anaerébios (ANDERSON, LOVLEY, 2000;
CHEN et. al., 2008; ZWOLINSKI et al., 2000).

Neste item, o foco principal foi avaliar a interferéncia da presenca de etanol (E),
que € usado comercialmente como aditivo no Brasil, na biorremediacdo da
gasolina. Para isso, foi realizado o monitoramento da atividade microbiana
degradadora, medida em amostras do liquido percolante, efluente e solo, em
condicdo de aerobiose, para solos saturados com solugdo aquosa

contaminante contendo benzeno (B), tolueno (T) e etanol (E).

As Tabelas 4.5 e 4.6 mostram a média e o desvio padrdo dos valores de
fluoresceina obtidos a partir da determinacdo da atividade microbiana

degradadora dos solos das colunas 2 e 4 ao longo dos ensaios.

Tabela 4.5 - Valores das concentragdes de fluoresceina (ug x g' x min') ao

longo do ensaio relativo a coluna 2

Coluna 2 - Solo Residual de Gnaisse (Vigosa)
Dia Lig. Percolante Solo Efluente Reservatério
Média d.p. Fatias Média d.p. Média d.p. Média d.p.
0 n.d.* 0,3379 | +0,0000 n.d.* n.d.*
1 0,0099 | +0,0000 0,5261 +0,0000 | 0,0041 +0,0004
21 0,0053 | +0,0000 0,0040 | +0,0002
32 0,0012 | +0,0003 0,0020 | +0,0007
46 n.d.* n.d.*
67 n.d.* 0,1835 | +0,0111
79 n.d.*
110 0,0007 | +0,0000 0,1215 | +0,0184
137 F2a 0,4198 | +0,0441
137 F2b 0,5810 | +0,1199
137 F2c 0,5251 +0,0900
137 F2d 0,6254 | +0,0720

*néo detectado pelo método utilizado

E possivel verificar na Tabela 4.5 que, ap6s a saturacdo da amostra de solo da
coluna 2, houve uma queda na atividade microbiana degradadora aerobia,
referente ao dia zero dos ensaios em relacdo aquela medida no solo natural
(0,607 + 0,000 pg x g' x min"'). Como observado no item 4.2.3 para BT, esta
queda inicial se deve, provavelmente, a fase de adaptagcdo da microbiota a

98



nova condigdo geoquimica imposta ao solo. Entretanto, observa-se redugéao da
atividade aerdbia, comparada aquela medida no solo natural (0,0317 £ 0,006
ug x g' x min'), para a coluna 4 (Tabela 4.6) apenas apds o 80° dia de ensaio,
com ligeiro aumento até este periodo. Neste caso, este pode ser um indicativo
da criagao mais tardia de condi¢cdes anaerdbias. No entanto, as variagdes séo
baixas para esta suposi¢cdo. Outras justificativas para tais ocorréncias e

também novas observacdes serao apresentadas a seguir.

Tabela 4.6 - Valores das concentragdes de fluoresceina (ug x g' x min'') ao

longo do ensaio relativo a coluna 4

Coluna 4 - Solo Residual de Gnaisse (Duque de Caxias)
Dia Lig. Percolante Solo Efluente Reservatério
Média d.p. Fatias Média d.p. Média d.p. Média d.p.
0 n.d.* 0,0373 | +0,0338 n.d.*
1 n.d.* 0,1325 | +0,0498 n.d.*
21 0,0003 | +0,0000 0,0001 | +0,0002
32 n.d.* 0,0004 | +0,0000
56 0,0001 | +0,0000 0,0001 | +0,0000
80 0,0011 | +0,0000 0,0418 | +0,0190
108 n.d.* 0,0066 | +0,0028
146 F4a 0,0047 | +0,0082
146 F4b 0,0027 | +0,0046
146 F4c 0,0201 | +0,0284
146 F4d 0,0101 | £0,0175

*n&o detectado pelo método utilizado

As Figuras 4.10 e 4.11 representam o comportamento da atividade microbiana

em relagao ao liquido percolante e efluente das colunas 2 e 4.

Analisando-se os graficos das Figuras 4.10 e 4.11, observa-se que os maiores
valores de atividade microbiana aerdbia ocorreram para a coluna 2. Embora
sejam visiveis picos na Figura 4.10, nota-se que os valores sdo muito baixos,
com ordem de grandeza na terceira e quarta casas decimais. Portanto, este

comportamento é similar, podendo ser justificado pelo observado no item 4.2.3.

99



Figura 4.10 - Atividade microbiana degradadora avaliada no liquido percolante

e efluente da coluna 2 ao longo do ensaio
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Figura 4.11 - Atividade microbiana degradadora avaliada no liquido percolante

e efluente da coluna 4 ao longo do ensaio
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Uma vez constatada a baixa atividade na agua, comportamento esperado, as
medidas nos efluentes foram encerradas antes do término dos ensaios.
Entretanto, optou-se por realizar as medigbes de atividade no liquido
percolante até o término do ensaio. Mais uma vez, nao foi observado variagao

no comportamento.

As Figuras 4.12 e 4.13 foram elaboradas baseadas nos valores das Tabelas
4.5 e 4.6. A Figura 4.12 demonstra a tendéncia do comportamento da atividade
microbiana em cada ensaio ao longo do tempo e a Figura 4.13 mostra a
variagao da atividade entre as fatias dos solos das colunas referente ao ultimo

dia de cada ensaio.

Assim como verificado no item 4.2.3, é possivel perceber na Figura 4.12 que a
atividade microbiana aerobia, ao longo do ensaio realizado com o solo de
Vigosa, apresentou maiores valores quando comparado aqueles verificados
para o solo de Duque de Caxias, mais uma vez, sugerindo a predisposi¢cao do

solo de Duque de Caxias para entrar em anaerobiose.

Figura 4.12 - Atividade microbiana degradadora nos solos das colunas 2 e 4

avaliada durante o ensaio

Média dos valores de fluoresceina
# Coluna 2: Solo Residual de Gnaisse (Vigosa)
® Coluna 4: Solo Residual de Gnaisse (Duque de Caxias)
1,0000
£ 10,8000
%
> 10,6000
=)
=
E  0,4000
Q
2
s
S 0.2000
(s &
0,0000
0 I5 30 45 60 75 90 105 120 135 150
Dias ap6s a contaminagéo

101



Figura 4.13 - Variacdo da atividade microbiana entre as fatias de solo das

colunas 2 e 4 referentes ao ultimo dia de cada ensaio
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A tendéncia da atividade microbiana degradadora ao longo do tempo para os
diferentes sistemas ensaiados € apresentada na Figura 4.12. Em todos os
ensaios (colunas 2 e 4) foi evidenciado o aumento da atividade microbiana
aerébia até aproximadamente o 30° dia, comportamento que pode ser
justificado pela adaptagdo da populacéo e, consequentemente, utilizagdo dos
compostos organicos contaminantes para producdo de energia, o0 que
implicaria na reducao da concentracdo de BTE. Entretanto, observa-se também
que os resultados da atividade referente a coluna 2 sdo maiores quando
comparados aos da coluna 4, sugerindo novamente o aumento da atividade

anaerobia no solo de Duque de Caxias.

Como ja observado para as colunas 1 e 3, embora tenha ocorrido a adaptagao
da microbiota ao impacto em ambos os ensaios (colunas 2 e 4), a atividade da
coluna 2 apresentou aumento significativo. Neste caso, a presenga de agua e o
maior teor de matéria organica, em funcdo do aumento da disponibilidade de
nutrientes e dos compostos organicos a microbiota, respectivamente, podem

ter contribuido para este efeito. Ja a atividade da coluna 4, em virtude das
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baixas medidas de atividade aerdbia, por possuir menor teor de matéria
organica e talvez pouca mobilizagdo de compostos pela agua, pode ter entrado
logo em anaerobiose. Hipbtese que se confirma ao verificar o potencial redox
na faixa de reducéao do Fe(lll) e a precipitagdo de ferro em amostras de solos,

ao final do ensaio.

Apos aproximadamente 30 dias, a atividade nos ensaios apresentou um
decréscimo até o 110° dia, aumentando ao final para a coluna 2. A queda da
atividade aerobia, em virtude do periodo de tempo do ensaio, pode ser
atribuida ao aumento da atividade anaerdbia. Este aspecto pode ser
relacionado a biodegradagédo preferencial do etanol, que levaria ao maior
consumo de O2 em relagdo a sua recarga através da solugdo aquosa, criando
condicbes favoraveis a anaerobiose. E importante salientar que ndo basta a
existéncia de um aceptor em quantidade, pois sua utilizacido sé ocorrera de
modo significativo quando os processos aerdbios e anaerdbios mais favoraveis
n&o forem mais preponderantes. A vista disso, as bactérias podem ter utilizado
o Fe (Ill) presente no solo como aceptor para a biodegradagao dos compostos
BT.

Quanto ao aumento apreciavel da atividade aerdbia, durante os ultimos dias do
ensaio da coluna 2 (Vigosa), pode-se relaciona-lo as mudangas nas condi¢des
do sistema. E possivel que a atividade microbiana anaerébia tenha diminuido
com o0 aumento da aerdbia ou um novo equilibrio tenha sido estabelecido, com
condi¢bes favoraveis a ambos os tipos de bactérias, o que nao levaria a queda
brusca do potencial redox, como observado. Em relacdo ao ensaio de Duque
de Caxias, quase nao se observa elevagao da atividade, sugerindo que esteja

em processo de biodegradacao anaerdbia.

Nunes e Corseuil (2007) constataram que, para o combustivel com 24% de
etanol, a massa de microorganismos desenvolvida com a biodegradacéo do
etanol também foi responsavel pela reducdo dos BTEX apds o esgotamento
deste composto, devido a intensificagao da taxa de respiragao anaerdbia.

Estudos realizados indicam que em regides fortemente redutoras, os valores de
potencial redox tendem a ser negativados, oportunidade em que se

observaram menores valores de oxigénio dissolvido e de Fe(ll), e elevada
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concentragcbes de metano. Bactérias metanogénicas atuam em pHs
aproximados de 6,6 e 7,4 (METCALF; EDDY, 2003). Portanto, observados o
potencial redox, aceptor disponivel e pH, ndo acredita-se na ocorréncia do

processo de metanogénese no presente estudo.

Na Figura 4.13, observa-se que as medidas de atividade nas fatias da coluna 2
(Vigosa) comparada as da coluna 4 (Duque de Caxias), apresentaram pouca
variagao ao longo da coluna, sugerindo que esteja em aerobiose. Em relagao a
coluna 4, nota-se que quase nao € possivel medir atividade aerdbia ao longo

da coluna. Neste caso, a coluna 4 estaria em anaerobiose, como ja relatado.

Outra analise importante: ao se comparar as colunas 1 (BT) com a 2 (BTE),
verifica-se que a atividade medida em aerobiose € menor para a 2. Justifica-se
esse comportamento pela biodegradacgao preferencial do etanol em relagao aos
BT, em que os microrganismos podem consumir o oxigénio disponivel em
velocidade maior que a sua reposicao através da entrada de solugcdo aquosa
contaminante, possibilitando a criagdo de condi¢cbes anaerdbias. No entanto,
embora o potencial redox esteja na faixa de precipitacdo do Fe(ll), ao final
deste ensaio, como ja observado, ndo foi visualizada a precipitacédo de ferro
nas fatias de solo. Além disso, € importante lembrar que, somente apds
armazenamento em frasco, seguido de sua vedacao, logo, sem aporte de Oz,
percebeu-se a precipitagdo de ferro. Sendo assim, pode-se sugerir que a
biodegradagao aerdbia predominou nas colunas 1 e 2 (Vigosa) durante o
periodo de ensaio. Em relagao as colunas 2 e 4, observa-se que a 4 apresenta
atividade aerdbia ainda menor, sugerindo uma maior atividade anaerdbia.
Neste caso, a justificativa é facilitada visto que, além do potencial redox
encontrar-se na faixa de reducao de Fe(lll) e a biodegradacao preferencial do
etanol, visualizou-se o precipitado de ferro nas amostras de solo apds o
fatiamento, ao final do ensaio, confirmando a criagdo de condigdes redutoras

favoraveis a anaerobiose.

Por fim, ressalta-se que sao similares os comportamentos e 0os processos na
presenca ou nao do etanol. A principal diferenga encontra-se na rapidez com
que a microbiota entra em anaerobiose devido a degradagao constitutiva do

etanol e, consequente, esgotamento dos aceptores de elétrons.
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4.1.5 Avaliagao da formagao de biofilme

E possivel verificar na imagem do microscépio (Figura 4.14), apesar da baixa
qualidade, que as células estdo agrupadas ao redor das particulas de solo,
sugerindo a presenca de biofilme. Inclusive, na lamina utilizada no microscopio,
observou-se uma coloragdo mais acentuada nessa regido, caracterizando a

presenca do biofilme.

Figura 4.14 — Imagem de uma amostra de solo da fatia F1b referente a coluna

1 visualizada em microscoépio

Ghiorse e Wilson (1988), em condigbes subsuperficiais, afirmam que se
encontram populagdes de microrganismos geralmente formadas por bactérias,
fungos, algas e protozoarios. O biofilme pode ser formado por populagao
desenvolvida a partir de uma Unica ou de multiplas espécies e consiste em
camadas de ceélulas microbianas que se desenvolvem sobre superficies
sélidas. Colonizam todos os ambientes acessiveis a seres vivos. Geralmente
estd associado a protegdo da microbiota contra o ambiente (agentes

antimicrobianos, alteragdes no pH, etc.) ou a procura por otimizar as condi¢goes
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ambientais para garantir sua sobrevivéncia. Torna possivel a cooperagéo
metabdlica. Assim, havera distintas condigdes fisicas, quimicas e bioldgicas e
cada biofilme € unico. Bitton e Gerba (1984) relatam que os principais
mecanismos de biotransformagcdo de contaminantes organicos em agua

subterrdnea sao efetuados nos biofilmes.

As condicdes de ensaio da coluna 1, saturada e com entrada constante de Oz,
mas em baixas quantidades, podem ter levado a microbiota em busca de
garantir a sua sobrevivéncia, favorecendo a formacéao de biofiime. E importante
mencionar que a formagao do biofilme depende também da composicdo e da
estrutura do solo, sendo este um dado que pode ser explorado em estudos
posteriores. Inclusive, a influéncia do biofilme na biodegradacéo e na diferencga

de comportamento entre os solos estudados.

4.1.6 Consideragoes

A tendéncia dos perfis de atividade microbiana aerébia (Figura 4.15), como
discutido anteriormente, sugere que as colunas com solo de Vigosa nao
tenham entrado em anaerobiose, ao passo que as colunas com solo de Duque
de Caxias, em especial a coluna 4, sim. Suposicdo que se confirma com o
potencial redox na faixa de redugao do ferro e a observacao da precipitacao do
Fe(ll). Os solos apresentam naturalmente baixas concentragdes de nitrogénio e

manganeés.

A diferenga entre os perfis de atividade aerdbia é mais pronunciada para o solo
de Vigcosa, sendo menor para o solo com BTE. Este comportamento pode ser
atribuido ao fato da biodegradagao preferencial do etanol levar ao rapido
consumo de O2, ndo havendo a reposigdo proporcional com a injecédo de
solugdo aquosa contaminante. Neste caso, a atividade em anaerobiose €
confirmada apenas apdés o término do ensaio, com armazenamento de
amostras deste solo em frascos vedados, sem aporte de Oz, e, posterior,
visualizagao de ferro precipitado. Para o solo de Duque de Caxias contaminado
com BTE, por estar em anaerobiose, como ja confirmado, a medida de

atividade aerdbia tende a ser baixa independente da presenca do etanol.
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Figura 4.15 - Atividade microbiana degradadora nos solos das colunas 1, 2, 3 e

4 avaliada durante o ensaio
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A Figura 4.16 apresenta a variacdo da atividade microbiana das fatias dos

solos.

Figura 4.16 - Variagdo da atividade microbiana entre as fatias de solo das

colunas 1, 2, 3 e 4 referentes ao ultimo dia de cada ensaio
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De maneira geral, as atividades microbianas oscilaram ao longo de todos os
experimentos, comportamento natural da microbiota, considerando a baixa

amplitude da faixa de oscilagao.

Ao analisar a Figura 4.16, verifica-se que os maiores valores de atividade
microbiana degradadora aerdbia ocorreu para o solo de Vigosa, na regido
central da coluna 1 (F1b e F1c). A atividade aumentou de montante (F1a) para
a regiao central, reduzindo a jusante (F1d). Os valores de atividade a montante
(F1a) e jusante (F1d) apresentaram-se préximos. De forma geral, as medi¢des
corresponderam a niveis de atividade mais elevados do que o medido no solo
natural (0,607 £+ 0,000 ug x g x min""). Como ja abordado, uma reducgao da
atividade aerdbia pode estar associada ao aumento da atividade anaerdbia.
Quanto as medidas de atividade em laboratério, com solo contaminado, serem
maiores do que aquela do solo natural, este comportamento é esperado apds a

adaptacao da populacéao.

Embora ndo tenham sido realizadas medi¢cdes de Fe(ll) nos ensaios, sabe-se
que o seu aumento no meio é refletido pela elevagao da atividade microbiana
anaerdbia. Fernando (2009) verificou a mobilizagdo do Fe(lll) e sua reducéo
quando em anaerobiose, em microcosmos saturados, com amostras
deformadas do solo de Duque de Caxias, contaminados com BTEX. E
importante ressaltar que em condi¢coes aerdbias, o Fe(lll) presente acaba por
dar ao solo uma cor amarela ou avermelhada. Ja em condi¢gdes anaerdbias, os
compostos de ferro sao reduzidos e, por exemplo, pode ser visivel a cor cinza
devido ao Fe(ll). Observagao valida visto que esta tonalidade de cor foi
verificada no ensaio com solo de Duque de Caxias (coluna 4) e, apés

armazenamento em frascos vedados, no solo de Vigosa (coluna 2).

A tipologia dos solos impactados € um aspecto importante visto que podem
influenciar a eficiéncia de processos de remediagdo como, por exemplo, a
atenuacao natural. A textura do solo afeta propriedades do solo como a
permeabilidade e a retencdo de umidade, o que provoca efeito na capacidade
de transporte e adsorgdo dos contaminantes (JACQUES et al., 2007;
MENEGHETTI, 2007).
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Em alguns casos, a contaminagéo de solos por petroleo e seus derivados tem
se tornado um problema mundial, principalmente, devido a dificuldade de
reabilitacdo da area contaminada. Uma das principais dificuldades envolvendo
a descontaminacdo dessas areas esta relacionada, entre outros fatores, a
presenca de argilominerais. E reconhecido que, quando presentes em
quantidades elevadas no solo contaminado, podem reduzir consideravelmente
a eficiéncia do processo de biorremediacdo. De modo geral, sabe-se que os
solos argilosos apresentam baixa permeabilidade, o que pode comprometer a
distribuicdo de oxigénio e a incorporagao de nutrientes. Neste contexto,
ressalta-se que o solo de Vigosa apresenta percentual elevado de argila e
matéria organica, podendo este ser um fator de influéncia no atraso da
biodegradagao dos compostos. De acordo com Lovley (1991), as formas de
ferro que sdo mais facilmente reduzidas sdo as amorfas e pouco cristalinas de
hidroxidos, oxi-hidréoxidos, e o6xidos de Fe (lll). Como a fragdo argila tem
composicao dominante de minerais secundarios (argilominerais), logo,
presenca de formas de ferro mais insoluveis, € possivel sugerir que 0s
microrganismos possam ter dificuldades na reducdo das formas de ferro
presentes. Entretanto, ainda assim, podera haver esta mobilizacdo, na
auséncia de Oz, se existirem compostos organicos para serem degradados,

como observado nas amostras armazenadas da coluna 2 (BTE).

Em resumo, conforme os resultados dos ensaios, apenas os solos com etanol
esgotaram o O2 e precipitaram o Fe (ll). No entanto, o solo de Vigosa com
bastante atraso em relagdo ao de Duque de Caxias e s6 apds de interrompido
o aporte de O2. Logo, o solo de Vigosa ndao entrou em anaerobiose durante o
ensaio. Embora ambos sejam solos tropicais, algumas razdes podem ser
consideradas para esta diferenca em virtude das caracteristicas especificas
dos solos. No solo de Vigosa, por exemplo, os microrganismos podem ter
degradado preferencialmente a matéria organica natural aos compostos
contaminantes, pois continha elevado percentual de matéria organica. Todavia
o baixo percentual de matéria organica no solo de Duque de Caxias pode ser
uma razao para a microbiota utilizar logo os contaminantes, consumindo todo o
oxigénio para a degradagdo do etanol, entrando em anaerobiose. Outra
questao esta relacionada a possibilidade da rapida degradacdo dos compostos,
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sem o esgotamento do Oz, mas depois de armazenado, sem aporte de Oz,
ocorreu a precipitagdo do Fe (ll). Estes dois aspectos poderiam levar ao atraso
da biodegradagao no solo de Vigosa. Entretanto, € mais provavel que tenha
ocorrido a pouca degradacao durante o ensaio. No entanto, ndo & possivel

afirmar sem a analise quimica.

Velasquez (2015) simulou duas colunas em PVC com amostras indeformadas
de solo. O estudo sugere o rapido esgotamento do oxigénio, na zona saturada,
devido a presenca do etanol, atrasando a biodegradagéo do benzeno e criando
condigdes anaerobias. Os resultados do ensaio em laboratério com a coluna de
Duque de Caxias contaminada com BTE refletem as observacdes feitas por
Velasquez (2015).

Por fim, a biodegradagao dos compostos orgéanicos € alcangada com eficiéncia
em condi¢gbes fisicas, quimicas e microbiolégicas do solo e condi¢des
climaticas, que proporcionem relagdes satisfatérias entre microrganismos, solo
e contaminante. As analises quimicas poderiam informar as concentragdes de
B, T e E ao longo dos ensaios, permitindo a avaliagcdo e confirmacao de

algumas hipoteses.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 Conclusoes

Com relagdo a montagem do experimento e as analises realizadas, julgam-se

relevantes as seguintes observagdes:

v As metodologias utilizadas no processo de montagem do aparato
experimental, coleta das amostras de solo in situ e monitoramento

apresentaram-se satisfatorias.

v O frasco de Mariote apresentou funcionamento satisfatério como reservatério

da solucdo contaminante.

v' A aplicagdo da forca de compressdo nas duas extremidades das colunas

contribuiu para a reducao substancial do fluxo preferencial.

v O uso de areia nas extremidades das colunas contribui para a distribuicao de
agua na entrada e impediu o carreamento de particulas solidas na saida. Além
disso, a sua utilizacdo em alguns portas da coluna, facilitou a coleta do liquido

percolante.

v Considerando as adaptagdes, as metodologias de amostragem nos pontos
(portas) de monitoramento situados no corpo da coluna atenderam aos

objetivos.

v Os solos estudados, sem histérico de contaminagéo por hidrocarbonetos de
petroleo, apresentaram bactérias com potencial de degradacéo de BT e Etanol

na microbiota natural.

v' Em relagdo ao inicio dos ensaios, apds a saturagdo e contaminagdo com os
hidrocarbonetos e etanol, observou-se que houve reducdo na atividade
microbiana em relacéo aquela da condigcado natural, demonstrando que |hes foi

necessario um periodo de tempo para adaptagao a nova condigao.

v Processos geoquimicos e microbioldgicos, variaveis com as condigdes do
meio, sugerem a possibilidade de disponibilizar e utilizar o ferro do solo para a
biodegradacao.

111



v  E possivel sugerir que a populagdo microbiana foi a principal responsavel
pela biodegradacao dos compostos BTE e mobilizagdo do ferro, mesmo sem a

analise quimica.

v Em fungédo das condicbes de pH e potencial redox (Eh) dos ensaios, foi
possivel verificar a disponibilidade de Fe(lll) e a precipitacdo de Fe (ll),

indicando condi¢cdes anaerdbias.

v As curvas de atividade microbiana aerdbia dos ensaios com solo de Duque
de Caxias ocorreram de forma similar, com baixissima diferenca entre aquele
com BT e BTE.

v Os ensaios com o solo de Duque de Caxias indicaram baixa atividade
aerdbia, mesmo com o aporte de Oz através da constante alimentagdo com
solugdo aquosa, indicando possivel aumento no processo anaerdbio, em

funcdo de suas caracteristicas.

v As curvas de atividade microbiana aerébia dos ensaios com solo de Vicosa
mostraram menores valores para aquele realizado com BTE comparado aquele
com BT. Aspecto comportamental atribuido a biodegradacdo aerdbia e

preferencial do etanol aos BT.

v' Os experimentos com o solo de Vigcosa possivelmente ndo entraram em
anaerobiose, tendo a atividade aerdbia como processo preferencial, até o final
do ensaio. No entanto, apds armazenamento em frascos vedados, logo, sem
aporte de Og2, apresentou a precipitacdo de ferro, indicando condigbes

anaerodbias.

v' Como reconhecido mundialmente, o processo de biodegradagédo pode ser
utilizado como uma alternativa para o tratamento de areas contaminadas com

gasolina.

5.2 Sugestoes

Tendo em vista as dificuldades encontradas para a realizagcao dos ensaios em
coluna e as conclusbes obtidas neste trabalho, sugere-se as seguintes

propostas para futuros trabalhos:
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v’ Estabelecer previamente parceria com um responsavel Laboratério de
Quimica Institucional ou privado para a realizacdo das analises de
Cromatografia Gasosa (CG) ou outras de cunho ambiental antes ou a medida
do andamento dos ensaios. Dessa forma, havera informagdes complementares
as de atividade microbiana e parametros fisico-quimicos (pH e Eh) para a
discussao. Assim, sera possivel verificar a tendéncia de decaimento dos

compostos BTE com o tempo.

v' O sulfato de calcio (CaSOs4), conhecido também como gesso, € um sal
pouco soluvel em agua. Assim, recomenda-se testar o uso de gesso liquido
como material de preenchimento da regido entre a parede interna do tubo em
PVC e a superficie lateral da amostra indeformada de solo, com o objetivo de
impedir ou minimizar o fluxo preferencial da solugao contaminante. Neste caso,
a amostra de solo com formato cilindrico devera ser moldada em laboratério,
como realizado no trabalho de Menegueti et al. (2011). Outra sugestéao é testar
a eficiéncia da técnica utilizada por Mareth et al. (2014) na redugdo do fluxo
preferencial. Neste caso, sera necessario realizar a coleta de blocos de solo
em campo, confeccionar lisimetros em PVC e, com o auxilio de uma prensa
hidraulica acoplada as colunas, proceder em laboratério a moldagem da

amostra de solo.

v Verificar outras técnicas para a coleta de amostras do liquido percolante
através dos portas posicionados no corpo da coluna em PVC para diferentes
tipos de solo. A técnica aplicada permitiu apenas a coleta de amostras

compostas em virtude da baixa permeabilidade do solo.

v Efetuar ensaios que permitam trabalhar com diferentes gradientes
hidraulicos, que consequentemente influenciariam na velocidade do fluxo pela
coluna. A velocidade da agua e permeabilidade do solo tém um papel crucial
no transporte de nutrientes e microorganismos e, portanto, na sobrevivéncia

destes ultimos a biodegradacao dos contaminantes.

v Repetir o ensaio executado utilizando-se solugdes contaminantes de
composi¢ao multipla para verificagdo da interagdo entre os diferentes
compostos e também do comportamento do solo sob condi¢gdes mais proximas

as reais.
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v Realizar medidas da atividade microbiana em anaerobiose para comprovar o

papel deste processo de biodegradagéo no ensaio realizado.

v" Avaliar a formagéao de biofilme nas diversas condi¢des de ensaio e seu papel

na biodegradacéo e no comportamento dos dois solos.

v  Realizar estudos relacionados a modelagem computacional para a
verificagdo do comportamento referente ao avango da frente de contaminacgao
(fluxo), considerando o mecanismo de sor¢gdo na simulagdo devido ao teor de

mateéria organica do solo. No caso dos solos estudados, este valor era baixo.
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