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RESUMO

A gasolina comercial no Brasil contém elevada concentracdo de etanol (20 a 25% em
volume, v v1) que tende a aumentar a solubilidade dos hidrocarbonetos, principalmente do
benzeno, tolueno e xilenos (BTX), em agua e pode ser preferencialmente degradado pelos
micro-organismos no ambiente em relacdo aos outros compostos da gasolina. Além disso, 0s
compostos da gasolina sdo considerados fontes de carbono hidrofdébicas que em contato com a
microbiota do meio tendem a ser utilizados como substrato, podendo produzir
biossurfactantes. Em caso de contaminacdo a fracdo BTX pode ser removida do ambiente
pelo processo de biorremediacdo. Neste trabalho foram realizados trés estudos de
biorremediacio que simularam contaminacdo de solo com 5% em massa (m m™) de
combustivel (gasolina comercial, gasolina pura, etanol) e de meio liquido com 1% v v? de
gasolina comercial em sistema denominado de fechado (frascos de vidro fechados) ou de
aberto (tubos de PVC de 100 x 5 cm).

O estudo 1 visou selecionar o solo proveniente de duas distintas localizagfes de um
landfarming (com histérico de contaminacdo com borra oleosa) e neste solo foi adicionada a
gasolina comercial (24% v vde etanol), de modo a isolar dele micro-organismos de maior
potencial na degradacdo dos compostos do combustivel. Os micro-orgnismos obtidos, na
forma de isolados ou consdrcios, foram avaliados em meio liquido com 1% v v de gasolina
comercial, em sistema fechado, visando selecionar os melhores micro-organismos
degradadores dos compostos da gasolina comercial. No estudo 2 foram utilizados trés
processos de biorremediacdo: bioestimulacdo (com nutrientes) com e sem bioaumentacdo
(com consorcio) e o de atenuacdo natural, conduzidos em istema fechado, contendo solo e 5%
m v de gasolina comercial. No estudo 3 foram empregados os processos de bioestimulagio
em solo (com 1% m m™ de glicose) e atenuacgdo natural, com 5% m v de combustivel
(gasolina comercial, gasolina pura ou etanol) em sistema fechado na profundidade de 1 cm e
no aberto em diferentes profundidades (1, 50 e 100 cm).

No estudo 1, pelos consorcios formados com quatro isolados, dos sete selecionados,
do landfarming, verificou-se redugdo dos compostos da gasolina comercial em
aproximadamente 98%, em meio liquido em um periodo de 3 dias, em sistema fechado. No
estudo 2, o processo de bioaumentacdo (adicdo de micro-organismos na forma de consorcio)

com bioestimulacdo, ndo apresentou diferenca significativa de biodegradacdo da gasolina
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comercial em relacdo aos demais processos, em sistema fechado. No estudo 3, os solos
contaminados com os combustiveis gasolina comercial e etanol, apresentaram maior liberacdo
de COz nos dois processos estudados, bioestimulagdo com 1% de glicose e atenuagdo natural.
Os experimentos com gasolina comercial (24% v v™de etanol) apresentam dados que indicam
que a presenca do etanol beneficiou a maior degradacdo dos hidrocarbonetos desta gasolina
em sistema aberto. Os dados também mostram que os compostos BTX das gasolinas
atingiram concentracdes abaixo dos valores de interdicdo ambiental, em 1 cm de
profundidade, nos dois sistemas e nas condicOes estudadas. Também, em sistema aberto estes
compostos da gasolina comercial atingiram concentragdes abaixo dos valores de interdigdo
ambiental, nas trés profundidades e nos dois processos estudados. Entretanto, esse
comportamento ndo foi verificado nos compostos da gasolina pura nesses processos em

sistema aberto, exceto em 1 cm de profundidade.
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ABSTRACT

Brazilian commercial gasoline contains a high concentration of ethanol (20 to 25%)
which tends to increase the solubility of hydrocarbons, mainly benzene, toluene and xylenes
(BTX), in water and can be degraded by microorganisms preferably to other gasoline
compounds. Furthermore, gasoline compounds are considered hydrophobic carbon sources
which in contact with the environment microbiota tend to be used as substrate and might
produce biosurfactants. In case of contamination by these compounds, they can be removed
from the environment by bioremediation, namely, the removal of contaminants by the action
of microorganisms. In the present work, three bioremediation studies have been carried out
simulating soil contamination with 5% fuel (commercial gasoline, pure gasoline and ethanol)
and liquid media with 1% commercial gasoline in closed (closed glass flasks) and open
systems (plastic tubes, 100 cm x 5 cm).

The study 1 aimed to select the soil from two distinct locations on a landfarming site
with an historic of contamination by commercial gasoline, in order to isolate microorganisms
with the higher degrading potential. The obtained microorganisms under the form of isolates
or consortiums were evaluated in liquid medium with 1% commercial gasoline, in closed
system with glass flasks, in order to select the best degrading microorganisms for the
compounds of commercial gasoline (24% ethanol). In study 2 three processes of
bioremediation have been employed: bioestimulation (with nutrients) with and without
bioaugmentation (with consortium) and natural attenuation carried out in closed flasks
containing soil and 5% commercial gasoline. In study 3, the processes of bioestimulation
(with 1% glucose) and natural attenuation in soil with 5% fuel, commercial gasoline, pure
gasoline or ethanol in closed flasks and in PVC tubes were carried out.

In study 1, consortiums formed by the four isolates with the higher commercial
gasoline compounds degrading potential, selected from the landfarming site, reduced the
commercial gasoline compounds in approximately 98% in liquid medium within a period of 3
days. In study 2, closed system, the bioaugmentation process (addition of microorganisms in
the form of consortiums) with bioestimulation, did not show a significant difference when
compared to other processes in a closed system. In study 3 the soils contaminated with
commercial gasoline and ethanol, presented higher CO: liberation in both studied processes:

bioestimulation with 1% glucose and natural attenuation. Experiments with commercial
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gasoline (24% ethanol) showed data indicating that the presence of ethanol benefited further
degradation of gasoline hydrocarbons in this open system. The data also showed that BTX of
gasoline reached concentrations below the environmental values of prohibition in 1 cm depth
in both systems and conditions studied. Also, in an open system of commercial gasoline these
compounds reached concentrations below the environmental values of interdiction in three
depth sand in both cases studied. However, this be havior was not observed in the compounds

of pure gasoline in these processes in open system, except in 1 cm depth.
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1 INTRODUCAO

Na década de 70, houve um grande incentivo na comercializacdo de combustivel e
com isto ocorreu aumento consideravel no nimero de postos no Brasil. Atualmente existem
35 mil postos de combustiveis em funcionamento, conforme Agéncia Nacional de Petréleo
(ANP, 2007). Nos postos, os combustiveis sdo estocados em tanques de armazenamento
subterraneo (TAS), para evitar explosfes na superficie. Estes TAS tém vida atil em torno de
25 anos, mas em contato com o solo pode ter menor durabilidade, devido a corrosdo externa e
fissuras que tendem a ocasionar vazamentos dos combustiveis. Os vazamentos de
combustiveis podem causar danos ao meio e aos seres vivos, principalmente devido a
toxicidade dos compostos BTX, a facilidade de inflamar, de contaminar os solos e aguas
subterraneas e tendem provocar danos irreversiveis.

Em levantamentos realizados pela CETESB (2009), com é&reas contaminadas no
Estado de S&o Paulo, foram verificados que 79% eram devido a vazamentos com tanques de
armazenamento subterraneos de postos combustiveis. O combustivel mais observado nessas
areas foi a gasolina comercial. A gasolina pode apresentar mais de 230 hidrocarbonetos, o que
a caracteriza como mistura complexa de hidrocarbonetos. Dentre os hidrocarbonetos da
gasolina 0s que causam maior preocupacao Sd0 0S compostos aromaticos, como 0s BTEX
(benzeno, tolueno, etil-benzeno e xilenos), que sdo pouco sollveis em &gua. Entretanto, os
BTEX sdo os mais soltveis dos hidrocarbonetos da gasolina e os mais toxicos, com potencial
cancerigeno e depressor do sistema nervoso central. Devido a isto, 0s BTEX sdo considerados
compostos prioritarios no monitoramento de areas contaminadas com gasolina pelos 6rgaos
ambientais. Conforme legislacdo ambiental (CETESB, 2005) os valores de intervencao para
solo com benzeno, tolueno e xilenos (BTX) em area residencial sdo de: 0,08; 30 e 30 mg kg™,
respectivamente. Os valores de intervencdo dos compostos BTX em agua pela legislacéo
ambiental sdo de: 5, 700 e 500 pg L, respectivamente. Entretanto, para 0 consumo humano a
agua potavel no Brasil deve apresentar valores de referéncia iguais ou menores de BTX de: 5,
40 e 20 pg L1, respectivamente.

Além disso, a gasolina brasileira tem etanol em sua composicdo, 0 que a torna
diferente de outros paises. A concentracdo de etanol esta entre 20 a 25% v v ‘e é regulada
pela Agéncia Nacional do Petr6leo (ANP), que é objeto de lei federal. O etanol adicionado a

gasolina comercial tem a fungdo de aumentar o indice de octanagem da gasolina (que melhora



o desempenho e reduz o desgaste mecanico do motor) e diminuir as emissées de mondxido de
carbono no meio. Contudo, a presenca de etanol pode aumentar o impacto ambiental no caso
de um vazamento de gasolina comercial, pois promove o efeito de co-solvéncia no meio, que
gera 0 aumento da solubilidade de alguns hidrocarbonetos como dos BTX (benzeno, tolueno e
xilenos) em agua, e pode causar maior extensdo da contaminacdo e dos riscos a saude dos
Seres Vivos.

No ambiente o etanol da gasolina comercial pode ser preferencialmente degradado
pelos micro-organismos em relagdo aos BTX e a outros hidrocarbonetos da gasolina, em
virtude de sua estrutura e solubilidade. Esta degradacdo preferencial do etanol pelos micro-
organismos pode levar ao consumo de oxigénio do meio, em ambientes sub-superficiais (solos
e aquiferos), ocasionando a persisténcia dos demais compostos nestes ambientes. Todavia, 0s
micro-organismos podem utilizar os hidrocarbonetos da gasolina como fonte de carbono e
energia para seu crescimento e, quando alguma fracdo € considerada hidrofobica, como os
hidrocarbonetos, os micro-organismos podem produzir biossurfactantes, que facilitam a
degradacdo e remediacdo do combustivel no ambiente, principalmente pelo processo de
biorremediacdo; que atualmente é mais utilizado.

Segundo Souza et al. (2010), a biorremediagdo pode ser definida como uma estratégia
OU processo que emprega agentes bioldgicos, micro-organismos, plantas ou enzimas, para
destoxificar poluentes alvos em ambientes contaminados. O principio de todos 0s processos
de biorremediacdo é propiciar um aumento na biodegradacdo e provocar um estimulo da
atividade microbiana degradadora por diferentes mecanismos. Em geral os processos de
biorremediagdo mais utilizados sdo: atenuacdo natural (utiliza a microbiota nativa do meio
contaminado), bioestimulacdo (aplica nutriente e/ ou oxigénio a microbiota nativa do meio
contaminado), bioaumentacdo (usa adicdo de indculo de micro-organismos com potencial de
degradacdo do contaminante na presenca da microbiota nativa do meio contaminado). A
biorremediagdo apresenta-se economicamente viavel e ambientalmente correta, pois utiliza a
capacidade dos micro-organismos em degradar os mais diversos poluentes organicos em
compostos totalmente ou parcialmente indcuos a vida; geralmente. A biorremediagdo através
da mineralizacdo do poluente pode gerar agua e dioxido de carbono.

Os poluentes como os combustiveis (etanol, gasolina comercial com 24% de etanol e
gasolina pura) sdo bem frequentes e problematicos no ambiente. Por isto, mais estudos destes
poluentes no ambiente sdo necessarios, principalmente em relacdo aos processos de
biorremediagdo para se observar no meio (solo e agua) o comportamento dos compostos

destes combustiveis, o efeito de co-solvéncia dos compostos da gasolina na presenca de etanol
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e a degradacdo preferencial do etanol em relacdo aos BTX. Neste sentido, o objetivo geral
deste trabalho foi avaliar o comportamento dos compostos, principalmente dos BTX e do
etanol, presentes no combustivel em relagcdo & biodegradacdo em meio liquido com isolados
(ou consorcios) em sistema fechado e em solo com sistema fechado ou aberto. Desta forma, o

trabalho foi conduzido em trés estudos, conforme especificagdes a seguir.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

- avaliar a degradagdo:

e no solo dos compostos (etanol, hidrocarbonetos com cadeia de 9 a 11 &tomos de
carbono, C9+; hidrocarbonetos totais do petréleo, HTP ou em inglés TPH); Benzeno,
Tolueno e Xilenos, BTX) de cada combustivel (gasolina comercial, gasolina pura e
etanol) pela acdo da microbiota do solo, em sistema fechado e aberto, nos estudos 1,
2e3;

e em meio liquido dos compostos da gasolina comercial (etanol, C9+, TPH, BTX), na
presenca de isolado bacteriano ou consorcios bacterianos, em sistema fechado, no

estudo 1.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

ESTUDO 1

- avaliar duas areas (1 e 4) do solo do landfarming (que continham residuos petroquimicos
desde 1989), com adicdo de gasolina comercial em sistema fechado, através da atividade
microbiana pela liberacdo de CO. e pela reducdo dos compostos da gasolina comercial
(etanol; C9+; TPH; e BTX) para selecionar uma area;

- isolar micro-organismos da area selecionada do solo landfarming e cultiva-los em meio
mineral com gasolina comercial;

- avaliar os melhores isolados obtidos do solo da area selecionada do landfarming, em meio

mineral com gasolina comercial, em relacdo as variaveis: crescimento, producdo de
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biossurfactantes (pelas medidas de tensdo superficial e indice de emulsificacdo) e reducéo dos
compostos presentes na gasolina comercial (etanol, C9+, TPH e BTX), em relagdo ao
controle;

- formar consoércios bacterianos aleatoriamente, com quatro dos isolados selecionados em
meio liquido com gasolina comercial, visando analisd-los em funcéo da eficiéncia segundo a
capacidade de degradacdo dos compostos da gasolina comercial (etanol, C9+, TPH e BTX) e

crescimento bacteriano em presenca de gasolina comercial.

ESTUDO 2

- acompanhar os processos de atenuacdo natural e bioestimulagdo com ou sem bioaumentacao
em solo com gasolina comercial em relacéo a (s):

e atividade microbiana do solo avaliada pela (0): liberacdo de CO2, reducdo dos
compostos da gasolina comercial, nimero mais provavel (NMP) de micro-organismos
degradadores e unidade formadora de coldnia (UFC) de bactérias;

e concentracbes dos compostos BTX da gasolina comercial em cada processo, em

funcdo dos valores de interdicdo ambiental.

ESTUDO 3

- avaliar os processos de atenuacao natural e bioestimulagdo (com 1% de glicose) no solo com
combustivel (gasolina comercial, gasolina pura, etanol) em funcéo da (s):

e atividade microbiana do solo pela liberacdo de COg, reducdo de cada composto ou
dos compostos do combustivel usado e do namero mais provavel (NMP) de micro-
organismos (degradadores e heterotroficos), em sistema fechado;

e reducdes dos compostos presentes nos combustiveis (gasolina comercial, gasolina
pura, etanol) pela microbiota do solo e pelo NMP de micro-organismos

(degradadores e heterotrdficos) presentes no solo, em sistema aberto;



e concentracBes dos compostos BTX das gasolinas comercial e pura no solo, em

relacdo aos valores de interdicdo ambiental, nos sistemas fechado e aberto.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 COMBUSTIVEL

Os combustiveis mais utilizados no Brasil nos transportes viérios sdo gasolina
comercial, diesel (ou 6leo combustivel) e etanol, e em 2010 o consumo destes foi de 15, 30 e
4,9 milhdes de m?, respectivamente (ANP, 2010). Dentre estes combustiveis os derivados do
petroleo sdo o Oleo diesel e a gasolina. Estes tém composicGes diferentes entre si e podem
aprasentar variacdes nestas, conforme a procedéncia do petréleo (NYER, 2000).

Em refinarias tipicas, o 6leo cru de petréleo é separado numa torre de destilacdo em
diversas fracOes e se obtém gasolina, 6leo diesel, nafta e outras fracdes. A partir da nafta a
gasolina é obtida através do processo de craqueamento catalitico. Além disso, por esse
processo se obtém outros derivados do petrdleo (como benzeno, tolueno e xilenos), a partir da
nafta, que podem ser utilizados na composicao final da gasolina quando necessario (SILVA,
2004).

Pelas fracOes destiladas do petr6leo os combustiveis sdo obtidos e classificados de
acordo com o numero de carbonos existentes nas moléculas; por exemplo, a gasolina pode
apresentar de 4 a 12 atomos de carbono e 6leos combustiveis contém mais de 14 atomos de
carbono em sua composicdo (USEPA, 2003). A diferenca mais importante entre 0s
combustiveis gasolina e 6leo diesel € o tamanho das cadeias carbdnicas, ou seja, 0 niUmero de
carbonos existentes na estrutura dos compostos que os compde, o peso molecular, e a
quantidade de hidrocarbonetos aromaticos BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos).

Embora o volume de 6leo diesel consumido no pais seja geralmente o dobro do
volume de gasolina, este é considerado um combustivel menos preocupante, em termos
ambientais, devido a sua menor mobilidade no meio e por possuir 0s compostos toxicos
(BTEX) em menor quantidade na sua composi¢do, se comparada com as quantidades
encontradas na gasolina (FERREIRA & ZUQUETTE, 1998).

A problematica da maior mobilidade dos compostos BTEX da gasolina com e sem
etanol no meio e do etanol, serdo enfocados mais detalhadamente nos itens a seguir; que
abordaram os combustiveis: gasolina pura, gasolina com etanol (denominada gasolina

comercial) e etanol



3.1.1 Gasolina pura

A gasolina, ou gasolina pura, € uma mistura complexa com mais de 230
hidrocarbonetos derivados do petréleo (MARCHAL et al., 2003). Estes hidrocarbonetos séo
produzidos sinteticamente todos juntos e quando necessério alguns destes compostos (como
benzeno, tolueno, xilenos) podem ser adicionados para gerar a composicao deste combustivel
(DONALDSON et al., 1992; SERENA et al., 1999; SILVA, 2004; SILVA et al., 2009). A
gasolina ¢ uma mistura complexa de hidrocarbonetos hidrofébicos, relativamente volateis,
que possui uma densidade relativa de 0,721 mg mL*? (FERREIRA & ZUQUETTE, 1998) e
com diferentes graus de volatilizacdo. A maioria dos compostos sdo hidrocarbonetos
alifaticos, 50 a 70% (em volume, v v!) - alcanos, cicloalcanos e alquenos (BERAU, 1997,
MORAIS & TAUK-TORNISIELO, 2004). Os hidrocarbonetos aromaticos (benzeno, tolueno,
etil-benzeno e xilenos — BTEX) representam concentracdo significativa na gasolina, onde sua
fracdo em volume pode ser superior a 20% (CORSEUIL et al., 2006), dependendo da
procedéncia do petréleo. Compostos contendo atomos de enxofre, nitrogénio, metais,
oxigénio e outros representam uma minoria na composicdo da gasolina. No Brasil é
estipulado um limite de 1% (em volume, v v) para o0 benzeno, e um valor de 10% ou mais
que 20% (em volume) para o tolueno, etil-benzeno e xilenos (GUIMARAES, 2003;
CORSEUIL et al., 2006 ; SILVA et al., 2009).

Segundo Corseuil & Fernandes (1999) a gasolina pura é composta em geral de 0,52 %
v v de benzeno, 3,38 % v v de tolueno, 5,52 % v v de xilenos (ou 3,96 % v v de meta,
para xilenos e 1,56 % v v de orto-xileno). Logo se observa que a composicdo da gasolina é
bastante diversificada em funcdo: do processo utilizado na producdo, das caracteristicas do
petrdleo e dos aditivos nela adicionados. A Agéncia Nacional de Petroleo (ANP), através da
Portaria Numero 309, de 27 de dezembro de 2001, estabeleceu as especificacdes para
comercializacdo de gasolinas automotivas em todo o territorio nacional e definiu obrigagdes
dos agentes econdbmicos sobre o controle de qualidade do produto. A gasolina pode conter,
também, antioxidante que tém como objetivo evitar a formacdo da chamada goma,
proveniente da oxidacao da fracdo que fica fortemente aderida as paredes do carburador e das
valvulas, impedindo um melhor desempenho. Os detergentes e dispersantes utilizados
diminuem, consideravelmente, a formacdo de depoésitos no sistema de alimentagdo,
melhorando o desempenho do motor (FAIRBANKS, 1992; CUNHA & LEITE, 2000).



3.1.2 Etanol

No Brasil, o etanol, é extraido geralmente da cana-de-agUcar e surgiu como alternativa
de substitiuir, em parte, os combustiveis do petréleo, principalemte, devido a longa
experiéncia brasileira com o cultivo da cana (LEITE & LEAL, 2007). Com 0s baixos precos
do acucar, em 1975, os usineiros convenceram o governo a substituir a gasolina por alcool
etilico, surgindo assim o Programa Nacional do Alcool — denominado de Proalcool (CREMA
& FEREIRA, 2009).

O etanol produzido no Brasil origina-se, em sua quase totalidade, da fermentacdo do
acucar de cana. Em outros paises, o etanol é obtido da fermentacdo de materiais amilaceos,
como o milho (nos Estados Unidos da America, EUA), ou até mesmo por meio da hidratacao
do etano, derivado do petréleo. Esse ultimo processo esta restrito, naturalmente, aos paises
muito ricos em petréleo e que tendem a perder rapidamente a importancia com a
disseminacéo do etanol gerado pela biomassa. (MILANEZ et al., 2008)

O etanol pode ser obtido de biomassas classificadas em trés grupos: 1) plantas ricas
em acucar (cana, beterraba, etc); 2) plantas ricas em amido (mandioca, batata, milho, etc); 3)
plantas ricas em celulose (madeira, bambu, aguape, algas etc). (GATTE Jr, 2010) As
matérias-primas para obtencdo de etanol vém mudando, pois em 2007, as principais matérias-
primas eram: cana-de-acUcar (Brasil), beterraba (Franca) e milho (EUA). Hoje, 0s processos
do etanol estdo ancorados no uso de agucares de cadeia curta (sacarose, glicose e frutose,
principalmente), que as leveduras sdo capazes de consumir. (SALSA, 2009)

Segundo Salsa (2009) ao contrario do milho, a cana-de-acUcar, a celulose e as algas
sdo matérias-primas renovaveis capazes de garantir a producéo de etanol sem comprometer a
seguranca alimentar.

O etanol anidro no Brasil teve sua ascensdo e queda no regime militar, entre 0s anos
1970 e 1980, e seu renascimento a partir de 2003 — com o surgimento dos carros flex com
tecnologia flex fuel (GATTE Jr, 2010). Bicombustivel ou flex fuel € 0 nome dado a tecnologia
que permite que veiculos utilizem como combustivel a gasolina, o etanol ou qualquer
proporcdo de mistura entre os dois. (ANFAVEA, 2010).

Para uso automotivo, o etanol combustivel ou carburante, pode ser anidro ou
hidratado. O etanol anidro (sem adicdo de agua) é adicionado a gasolina desde a década de
1930 (hoje numa proporgéo entre 20 a 25% em volume, v v?1). O etanol hidratado, cuja
composicdo é de alcool etilico e 4gua, é padronizado pela Associacdo Brasileira de Normas
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Técnicas (ABNT), Conselho Nacional do Petr6leo (CNP) e Instituto Nacional de Pesos e
Medidas (INPM), pois alteracdo em sua densidade pode acarreta danos ao motor (SALSA,
2009).

Hoje o etanol anidro é cada vez mais utilizado no Brasil e no Mundo devido ao
suprimento de combustiveis necessarios a demanda mundial de carros, a novas tecnologias,
por ser renovavel e por minimizar os efeitos das emissGes de poluentes, entre elas, a
concentracdo de gases do efeito estufa na atmosfera (GATTE Jr, 2010). Estimativas mostram
um aumento significativo para a participacdo do Etanol no mercado externo e interno,
dependendo das condi¢fes do mercado; pois contribui com preco competitivo em relagdo ao
petréleo e/ou por ser um combustivel limpo e menos poluente.

Em relacdo ao seu comportamento no ambiente, o etanol tem um menor potencial de
sor¢do no solo e maior mobilidade em agua (POWERS et al., 2001; CORSEUIL et al., 2009),
pois o etanol é uma substancia polar completamente soltvel em &dgua (CORSEUIL et al.,
2009) e volatil.

3.1.3 Gasolina comercial

A gasolina comercial é a gasolina pura que recebe adi¢do de etanol anidro. Esta adi¢do
de etanol anidro pode variar de: 22% v v (CORSEUIL & MORENO, 1998; CUNHA &
LEITE, 2000), 24% v v (CORSEUIL & FERNANDES, 2001; CARAMAO, et al., 2003), 20
a 25% v v! (TIBURTIUS et al., 2004). O etanol anidro ¢ adicionado & gasolina desde a
década de 1930 (hoje numa proporgao entre 20 a 25%, em volume, v v1). (SALSA, 2009). O
teor de alcool etilico anidro (etanol anidro) na gasolina é especificado pela Agéncia Nacional
do Petréleo (ANP) e é objeto de lei federal, que determina a adig&o de 20 a 25% v v,

Os aditivos e o teor de etanol anidro adicionado a gasolina variam de acordo com a
fonte distribuidora de combustivel (CORSEUIL & MARINS, 1997). Dentre os aditivos que
sdo utilizados, os oxigenados como o etanol tém a fungdo de aumentar o indice de octanagem
da gasolina automotiva, melhorando o desempenho do motor e reduzindo os desgastes
mecénicos do veiculo, diminuindo assim a emisséo e a polui¢do atmosférica (FERREIRA &
ZUQUETTE, 1998). Logo 20% de etanol anidro na gasolina reduzem em 40% a emisséo de
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CO2 de hidrocarbonetos no ar, em funcédo do ciclo do carbono, contribuindo, desta forma, para
reducdo da poluicdo atmosféerica (FAIRBANKS, 1992; CUNHA & LEITE, 2000).

A gasolina comercial, com 22 % v v de etanol anidro, é composta de 0,42 % de
volume de benzeno, 2,72 % de volumes de tolueno e 4,60 % de volumes de xilenos (3,32 % v
vtdem, p xileno e 1,28 % v v de o-xileno; CORSEUIL & FERNANDES, 1999). O etanol
na gasolina comercial age como co-solvente permitindo assim uma maior solubilidade dos
compostos BTEX na agua, aumentando a sua dissolucéo e dispersdo pelo solo, e em aguas
subterraneas. Varios autores, dentre eles Guinter (2000) e Corseuil & Marins (1997), indicam
que a presenca de etanol aumenta o impacto ambiental no caso de um derramamento de
gasolina comercial (SILVA, 2002). Principalmente devido aos compostos aromaticos BTX,
que apresentam toxicidade cronica, mesmo em pequenas concentra¢des (da ordem de pg. L2
SILVA, 2002) e por apresentarem concentracfes razodveis na gasolina, sdo monitorados
ambientalmente.

A toxicidade dos compostos arométicos BTX ocorre, principalmente por serem
depressores do sistema nervoso central e a exposi¢do continua destes pode causar cancer,
leucopenia, vertigens, tremores entre outros distdrbios (PENNER, 2000; TROVAO, 2006). A
inalacdo destes compostos em altas concentragBes estimula inicialmente o sistema nervoso
central e, em seguida, o deprime, podendo produzir assim importante acdo téxica na medula
6ssea, como leucemia (SILVA, 2002). Segundo Tiburtius et al. (2004), as investigacGes de
poluicdo de aromaticos no ar, destacam que os hidrocarbonetos aromaticos como os BTX
provocam danos a saude, principalmente devido a toxicidade e ou mutagenicidade ou
carcinogenicidade.

Muitos dos efeitos agudos da inalagdo do petrleo sdo atribuidos a acdo dos
hidrocarbonetos volateis, como o benzeno, n-hexano, n-pentano, tolueno e Xxilenos
(CAIRNEY et al. 2002). Quando estes volateis sdo inalados, uma pequena fracdo é exalada no
ar sem alteracdo e o resto é convertido em metabolitos hidrofilicos antes de ser excretado na
urina. A meia vida destes metabolitos no corpo pode alcancar 7,5 horas para o tolueno e de 9
a 24 horas para o benzeno (CAIRNEY et al. 2002).

As intoxicagOes causadas pela inalacdo de petroleo e seus derivados incluem agitacao,
relaxamento, comportamento agressivo e raiva. Também sdo observados sintomas
semelhantes aos provocados pelo consumo de alcool etilico como: prondncia confusa das
palavras; andar cambaleante; impulsividade e conduta desinibida. Doses maiores podem
induzir a alucinages, delirios, inconsciéncia, ataques e até mesmo ao coma (CAIRNEY et al.,
2002).
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A inalacdo de tolueno esté associada a sintomas de sindrome neural (ex.: convulses),
déficit cognitivos (ex.: apatia), falta de atencdo e memdria. Também pode causar sintomas de
euforia, como risadas, alternadas a crises de choro, confusdo e até mesmo alucinacdes
(RAIKHLIN-EISENKRAFT et al., 2001). A inalacdo de tolueno ou xilenos pode induzir
disturbios no modo de falar, na visdo, audicdo, no controle dos musculos e outros, além do
que a associacao entre benzeno e xilenos pode gerar tumores cerebrais (TIBURTIUS et al.,
2004).

3.2 CONTAMINAGCOES EM POSTOS DE COMBUSTIVEIS

3.2.1 VAZAMENTOS DOS COMBUSTIVEIS NOS POSTOS

Os vazamentos de combustiveis nos postos ocorrem, na grande maioria dos casos,
tanto em contaminacdes superficiais provocadas por constantes e sucessivos derrames junto as
bombas e bocais de enchimentos dos reservatérios de armazenamento, como pelos
vazamentos em tangues de armazenamento subterraneos (TAS). Geralmente sdo percebidos
apos o afloramento do produto em galerias de esgoto, redes de drenagem de aguas pluviais, no
subsolo de edificios, em taneis, escavacdes e pocos de abastecimento de agua. A ocorréncia
de vazamentos de TAS s6 é identificada, na maioria dos casos, quando uma fonte de captacao
de 4gua é contaminada (SILVA, 2002; MINDRISZ, 2006).

Os postos armazenam seus combustiveis em tanques de armazenamento subterraneo
(TAS) que tem vida util entre 20 e 25 anos. Entretanto, estes TAS podem durar menos em
contato com o solo, pois podem sofrer rachaduras ou corrosdo externa gerando vazamentos de
combustiveis no ambiente. Atualmente tém ocorrido varios casos de vazamentos de
combustiveis, principalmente, devido aos TAS por estarem enterrados hd mais de 30 anos
(PENNER, 2000).

Os vazamentos em sistemas de armazenamento subterraneo com combustivel (SASC)
tém sido objeto de crescente preocupacgdo, em fungdo dos riscos associados a esses eventos,
tanto para a seguranca e protecdo a saude da populacdo, como para o ambiente. Aléem dos

riscos de explosdo e incéndio, esses vazamentos podem acarretar sérios impactos ambientais
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devido a contaminacdo do solo e agua subterrdnea, comprometendo a qualidade dos
mananciais e no uso para o abastecimento publico (MINDRISZ, 2006). Devido a estes riscos,

0s 6rgdos ambientais comecaram a legislar sobre postos de combustiveis.

3.2.2 Legislacao de Posto de combustivel

A primeira legislacdo para postos de combustiveis foi a resolucdo CONAMA n° 273
de 2000, que abordou o Programa de Licenciamento de Postos. Esta resolucdo do Conselho
Nacional do Ambiente (CONAMA) estabeleceu uma série de requisitos. Entretanto, esta foi
alterada posteriormente pela resolucdo CONAMA n° 319, de 4 de dezembro de 2002, que
passa a considerar os postos de combustiveis como empreendimentos potencialmente
poluidores estando submetidos a licenciamento prévio de suas instalagdes (licenciamento
ambiental e a certificacdo dos equipamentos de acordo com as normas da ABNT e do Instituto
Nacional de Metrologia (INMETRO), e pelo plano de encerramento de suas atividades, no
caso de desativacdo, a serem aprovados por 6rgdos ambientais competentes.

Essa legislagdo de 2002 também exige de postos com mais de 25 anos de
funcionamento, a reforma total de seus equipamentos. E, na fase do licenciamento do
empreendimento do posto de combustivel, os equipamentos e 0s sistemas de armazenamento
e de abastecimento sdo testados e ensaiados para comprovar inexisténcia de vazamentos
(CONAMA, 2007).

3.2.3 Levantamento de areas contaminadas com combustivel

Levantamentos de areas contaminadas com combustivel por agéncias ambientais do
governo federal e dos estados indicam que lencois freaticos na localidade, e nos arredores de
postos de gasolina sdo frequentemente atingidos por vazamentos oriundos dos TAS, passando
desapercebidos, por ocorrerem em pequenas quantidades (MINDRISZ, 2006). Entretanto, sdo
justamente os vazamentos minimos que maiores problemas causam as reservas hidricas

subterraneas, na medida em que o combustivel vai se infiltrando lentamente, vencendo a
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resisténcia do solo e também, por sua tendéncia de permanecer longo tempo sem deteccao,
encharcando o solo e contaminando as aguas subterraneas (FERNANDES, 1997; MINDRISZ,
2006).

Em 1996, a prefeitura local, da cidade de Joinville do Estado de Santa Catarina,
realizou estudos de monitoramento de 65 postos de combustiveis da cidade e constatou que
somente um deles ndo causava algum tipo de contaminac&o no lencol fredtico (CORDAZZO,
2000). A grande quantidade de postos de servicos com tanques de armazenamento
subterraneo (TAS) de combustiveis com possibilidade de vazamento faz dessa atividade uma
das principais fontes de poluicdo das dguas subterraneas nos perimetros urbanos. Além disso,
nas zonas urbanas, um dos principais poluentes dos solos é a gasolina derramada nos postos
de servico (CETESB, 2006).

Em S&o Paulo foi criado o cadastro de areas contaminadas da CETESB em 2002 que
divulgou pela primeira vez a lista de areas contaminadas, registrando a existéncia de 255 areas
contaminadas no Estado de S&o Paulo. Em 2006 foram identificadas 1.822 &reas
contaminadas no Estado, das quais 1.352 (mais de 74%) pertenciam a postos de combustiveis.
Em novembro de 2008, foram registradas 2.514 areas contaminadas, das quais 1.953 eram
devido a postos de combustiveis (78% do total; CETESB, 2008), e em 2009, foi verificado
que o percentual de areas contaminadas dos postos de combustiveis aumentou 1%, em relacdo
a 2008, devido a isto novas legislagdes estdo surgindo.

3.2.4 Legislacao de &rea contaminada ou valores de interdi¢cdo

No Brasil, ainda ndo hd uma legislacdo em nivel federal para valores de interdi¢do que
exijam remediacdo de area contaminada. Algumas leis existem somente em niveis locais,
como no Estado de S&o Paulo. A Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental
(CETESB), de Sao Paulo, vem aperfeicoando o procedimento para gerenciamento de areas
contaminadas, definido inicialmente em 2000, com o objetivo de agilizar a implementacao
das medidas de intervencao.

Os Valores de interdicdo sdo concentragdes de substancias quimicas que fornecem
orientagdo sobre a qualidade de solo e de &gua subterrénea, e sdo utilizados como

instrumentos para prevencdo e controle da contaminacdo, e gerenciamento de areas
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contaminadas sob investigagcdo. Em 26 de outubro de 2001, a CETESB publicou a primeira
lista de valores orientadores para Solos e Aguas Subterraneas para o Estado de S&o Paulo,
contemplando 37 substancias. Em 2005 contemplou 84 substancias, sendo definidos trés
valores orientadores para solo e 4gua subterranea (CETESB, 2005):

Valor de Referéncia de Qualidade - VRQ é a concentragdo de determinada
substancia no solo ou na agua subterranea, que define um solo como limpo ou a qualidade
natural da agua subterranea.

Valor de Prevencédo - VP é a concentracdo de determinada substancia, acima da qual
podem ocorrer alteracfes prejudiciais a qualidade do solo e da 4gua subterranea.

Valor de Intervencdo - VI é a concentracdo de determinada substancia no solo ou na
agua subterranea acima da qual existem riscos potenciais, diretos ou indiretos, a saude
humana considerada um cenario de exposi¢cdo genérico. Para o solo, foram estabelecidos
cenarios de exposicio Agricola com Area de Protecdo Maxima (APMax), Residencial e
Industrial.

A area serd classificada como area contaminada sob investigacdo quando houver
constatacdo da presenca de contaminantes no solo ou na dgua subterranea em concentracfes
acima dos Valores de Intervencdo, indicando a necessidade de agOes para resguardar os
receptores de risco, devendo seguir os procedimentos de gerenciamento de areas
contaminadas.

A CETESB (2005), de acordo com a legislacdo vigente no Estado de Sao Paulo, tem a
atribuicdo de prevenir e controlar a poluicdo dos solos e aguas subterraneas, conforme este
6rgdo os valores de interdicdo dos compostos BTX da gasolina em solos e agua podem ser
visualizados na Tabela 3.1. O 6rgdo ambiental do Estado do Rio Grande do Sul, a Fundagéo

de Protecdo do Ambiente (FEPAM) vem utilizando estes valores.

Tabela 3.1 Valores de prevencéo e intervencdo dos compostos BTX presentes em solo e agua

Substancias  |SOLOS (mg kg peso seco) AGUA (pgL1)

Prevencgao Intervencdo em Area: Intervencéo

Agricola |Residencial | Industrial

Benzeno 0,03 0,6 0,08 0,15 5
Tolueno 0,14 30 30 75 700
Xilenos 0,13 25 30 70 500

Fonte: CETESB (2005)
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http://www.cetesb.sp.gov.br/Solo/areas_contaminadas/areas.asp

A legislacdo tem se tornado cada vez mais restritiva, em &areas contaminadas que
contenham &gua superficial ou subterrnea. Tanto que, para a &gua ser considerada potavel no
Brasil, a Portaria n°® 518/2004 do Ministério da Saude determina que os limites maximos
permitidos para benzeno, tolueno e xilenos sdo de: 5, 40 e 20 pg L™, respectivamente.

Os Valores de intervencio para Solos e Aguas Subterraneas no Estado de S&o Paulo,
sdo considerados como uma primeira etapa nas acdes de monitoramento da qualidade, de
prevencdo a poluicdo e de diagnostico de areas suspeitas de contaminacdo, remetendo a
avaliacdo de risco, caso a caso, para as areas contaminadas (CASARINI et al., 2001;
CETESB, 2005).

3.2.5 Andlises de risco

A anélise de risco é uma ferramenta na tomada de decisdes sobre as metas de
remediacdo baseada nos resultados obtidos em Avaliacdes de Riscos a Salude Humana e ao
Ambiente, onde os padrfes sdo estabelecidos, considerando-se as condicdes e 0s riscos do
local contaminado. Para recuperar uma area impactada altos custos sdo envolvidos nos
processos. A analise de risco serve como uma ferramenta fundamental de selecdo de técnicas
de remediacdo especificas, e gera menores custos. Esta ferramenta foi inicialmente
desenvolvida nos Estados Unidos e na Holanda, que utilizaram metodologias de avaliacéo de
areas impactadas, principalmente de solos (SCHNEIDER, 2005).

Na avaliacdo do risco de uma area impactada por derramamento de petroleo e
derivados séo necessarias informacdes sobre a distribuicdo dos contaminantes, no solo e aguas
subterraneas, dados sobre os niveis de exposi¢do dos receptores e toxicidade dos compostos
guimicos de interesse. Através de andlises quimicas do solo e da agua subterranea sdo
determinadas as concentragdes dos contaminantes, sendo que a deteccdo e quantificacdo séo
geralmente conduzidas para 0os compostos de maior toxicidade e mobilidade.

O Estado de Séo Paulo possui uma proposta de metodologia de avaliacdo de risco em
carater preliminar, e os outros Estados do Brasil ndo possuem metodologias regulamentadas.
Os 0rgéos de controle ambiental no Brasil tém aceitado e recomendado a avaliagdo de riscos
baseada nas metodologias de outros paises, tais como os Estados Unidos, Canada, Alemanha
e Holanda. Neste sentido, a Norma Americana ASTM E 1739-95 (Standard Guide for Risk-
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basead Corrective Action for Petroleum Releases) conhecida também por ACBR (Acéo
Corretiva Baseada no Risco) € uma das principais referencias metodoldgicas utilizadas no
Brasil, para derramamentos de petrdleo e derivados. Segundo esta metodologia, o risco é
definido como tendo a probabilidade de um individuo, em uma populacéo, sofrer efeitos em
funcéo da exposicdo a um contaminante, considerando as principais vias de exposi¢do como o
contato dérmico, a ingestao ou a inalacao de vapores ou a poeira (SCHNEIDER, 2005).

Além disso, com a implementacdo de analise de risco sdo conduzidos os critérios,
definidos nos locais prioritarios potencialmente poluidores e tecnologia especifica de
remediacdo que serdo controladas pelos 6rgaos ambientais (CORSEUIL & MARINS, 1998).
A importancia de definir a tecnologia a ser empregada na fase de diagnostico permite que 0s
responsaveis pela remediacdo cogitem, ou ndo, em empregar processos para acelerar a
biodegradacdo (biorremediacao), ou até para deixar, em alguns casos possiveis, que ocorra a
atenuacdo natural monitorada, quando o proprio meio se encarrega de degradar os poluentes
ao longo dos anos sem interferéncia humana. O Ultimo caso é possivel, principalmente,
guando uma anélise consegue definir que a contaminacdo nao representa risco a sociedade a
curto ou médio prazo (SCHNEIDER, 2005).

Segundo a CETESB (2010), assim como nos outros paises, a legislacdo brasileira
exige que areas degradadas pela contaminacdo devam ser remediadas, para minimizar o
impacto ambiental, restaurar 0s ecossistemas e evitar explosdes, caso 0 contaminante
apresente tal risco. Para isto sdo necessarios diagndsticos, analises e monitoramento do
impacto, e medidas remediadoras, que podem consumir grande volume de recursos
econémicos de empresas e de agéncias governamentais. Nestes casos, a CETESB sugere 0

gerenciamento de areas contaminadas.

3.2.6 Gerenciamento de areas contaminadas com combustivel

Dentro do contexto de gerenciamento de areas contaminadas (AC), as preocupacdes
relacionadas ao potencial de contaminacdo de solos e dguas subterraneas por derramamentos
de combustiveis vém crescendo entre 6rgaos do governo e opinido publica. Esta preocupacao
é intensificada devido ao grande nimero de empreendimentos, a estocagem de produtos cujos
componentes sdo altamente toxicos e a dificuldade na deteccdo de vazamentos em tanques
subterraneos (ABDANUR, 2005).
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A distribuicdo em percentual das areas contaminadas em 2008, no Estado de S&o
Paulo, em relacdo a classificacdo estabelecida no novo procedimento de gerenciamento de
areas contaminadas (como: areas contaminadas, AC; contaminadas sob investigacdo, Al em
processo de monitoramento para reabilitacdo, AMR; e reabilitadas, AR); podem ser vistas no
registro da CETESB (2008) na Figura 3.1.

BAC O Al 8 AMR OAR

Figura 3.1 Registro em percentual de areas contaminadas (AC), contaminadas sob
investigacdo (Al), em processo de monitoramento para reabilitacdo (AMR) e reabilitadas (AR),

no Estado de S&o Paulo. (Fonte: CETESB, 2008)

Na figura 3.1 se verifica que a area classificada como AC totaliza 36% do total de
areas registradas, ou seja, nestas deverdo ser ou ja estdo sendo implantadas medidas de
remediagdo em conjunto ou isoladamente com medidas de controle institucionais, ou medidas
de controle de engenharia. Nas areas classificadas como Al (contaminada sob investigacao),
57%, estdo sendo realizadas investigacdes e avaliacbes com o objetivo de definir a
necessidade de implantacdo de medidas de intervencdo. Também se verifica que as areas
consideradas aptas para o uso declarado, isto &, as areas reabilitadas, constituem 3% da area
total e as em processo de monitoramento para reabilitacdo 4%.

Um novo procedimento de gerenciamento de areas contaminadas foi estabelecido com
nova classificacdo de areas contaminadas (CETESB, 2007). As novas classes sdo as
seguintes:

- Area Contaminada sob Investigacéo (Al);

- Area Contaminada (AC);

- Area de Monitoramento para Reabilitagdo (AMR);
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- Area Reabilitada (AR).

O valor de intervencdo (ou legislacdo) adotado pela CETESB indica “o limite de
contaminagdo” do solo e agua subterranea acima do qual ha risco potencial a saide humana
que indica quando uma area é contaminada (AC). Ele sera usado em carater corretivo no
gerenciamento de &reas contaminadas e quando for excedido ird requerer alguma forma de
intervencdo na &rea avaliada, de forma a interceptar as vias de exposi¢do, devendo ser
efetuada uma avaliacdo de risco caso a caso (CASARINI et al., 2001). A seguir serdo

enfatizados os critérios para remediar uma area contaminada.

3.3 CRITERIOS PARA REMEDIAR UMA AREA CONTAMINADA

Os critérios a serem utilizados para remediar uma area contaminada (AC) sao
complexos e especificos, para cada situacdo, devendo ser considerados varios aspectos
conforme Figura 3.2. Logo, quando uma &rea contaminada é avaliada como de risco deve ser
feito um estudo de analises de risco para posteriormente ver a possibilidade de a area ser

remediada.

Legislagéo

Aspectos geo- l Area
econdmicos T~ / (tamanho, local,...)

Selecdo da técnica de
remediacdo de area
contaminada

~

Recursos
financeiros e
técnicos disponiveis

Caracteristica
— dosoloe

da 4gua

Contaminante
(propriedades fisicas
Grau de contaminagédo e quimicas)

Uso final
para a area

Figura 3.2 Aspectos a serem considerados na selegdo de técnicas de remediagdo. Fonte:
ACCIOLY & SIQUEIRA (2000)
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Remediar é o conjunto de praticas ou processos que visam a atenuagdo ou corre¢do do
impacto de agentes contaminantes, para garantir a funcionalidade do ecossistema, bem como
evitar a expansdo da contaminacdo (ACCIOLY & SIQUEIRA, 2000).

Na Figura 3.2 observam-se varios critérios, dentre estes, o grau de contaminacdo de
um solo e a capacidade de transporte e infiltracdo de um contaminante num solo, os quais iréo
depender de diversos fatores que estdo relacionados com a composi¢édo do contaminante, as
proporcOes de fases que compBem o solo, as caracteristicas fisico-quimicas do solo, tais
como: porosidade, permeabilidade, condutividade hidraulica e as interagfes fisico-quimicas
entre os constituintes do solo e do contaminante.

Conforme a CETESB (2001), o solo atua frequentemente como um “filtro”, tendo a
capacidade de depuracdo, imobilizando grande parte das impurezas nele depositadas. No
entanto, essa capacidade é limitada, podendo ocorrer alteracdo da qualidade do solo, devido
ao efeito cumulativo da deposicéo de poluentes. Logo, a natureza do contaminante e a matriz
do solo determinam o tipo de tratamento (ou remediacdo) mais apropriado (SERENA et al.,
1999; GUINGUER, 2000).

A capacidade de transporte do contaminante no meio vai depender de sua solubilidade
em é&gua. Além disso, o contaminante pode evaporar mais, caso for composto por compostos
volateis de alta pressao de vapor e baixo ponto de ebulicdo, visto que volatilizam mais quanto
maior a temperatura do meio. O contaminante também pode ser mais ou menos sorvido no
solo dependendo do tipo de solo (como textura e porosidade), das propriedades fisico-
guimicas do contaminante (como densidade, pressdo de vapor, ponto de ebulicdo,
solubilidade, coeficiente de particéo e outros) e do teor de umidade do solo.

A remediacdo também depende das propriedades dos contaminantes (ex: gasolina e de
seus compostos BTX) e do comportamento dos mesmos no ambiente. Segundo Cunha et al.
(2008), a fracdo aromatica BTX dos derivados de petréleo, como da gasolina, por exemplo, €,

talvez, do ponto de vista ambiental, a que causa maior preocupacao.

3.3.1 Propriedades dos hidrocarbonetos BTX e o comportamento destes no ambiente

Os hidrocarbonetos BTX sdo considerados os de maior importdncia no contexto
ambiental uma vez que esses compostos sdo pouco sollveis em agua, mas 0s mais soluveis

dos hidrocarbonetos da gasolina, e séo toxicos e legislados. O benzeno é classificado como

20



carcinogénico, enquanto tolueno e xileno séo classificados como tdxicos sistémicos. Portanto,
esses compostos sdo indicadores especificos usados para caracterizar uma contaminacao por
gasolina. Os hidrocarbonetos benzeno, toluenos e xilenos (BTX) cada um deles tem densidade
menor do que 1 mg mL* a 20°C, logo tendem a flutuar na agua na forma de uma pluma de
contaminacéo.

O benzeno é o mais sollvel em agua dessa categoria (1780 mg L™ & 20°C). O tolueno
tem uma solubilidade de 515 mg L™ a 20°C e os isémeros do xileno possuem diferentes
solubilidades: 175 mg L™ para o orto e meta xilenos e 198 mg L atribuida ao para-xileno. A
pressdo de vapor do benzeno, por exemplo, é de 22 mm de Hg a 20 °C. A temperatura
ambiente, o benzeno é um liquido, volatil, estavel e incolor. Tem o odor caracteristico dos
hidrocarbonetos aromaticos, ponto de ebulicdo relativamente baixo, altamente inflaméavel, e
pouco sollvel em &gua, mas miscivel com a maior parte dos solventes organicos (SILVA,
2004). Quando o benzeno é descartado em agua, ocorre uma rapida volatilizacdo. Sendo que,
ndo se deposita significativamente em sedimentos, ndo é bioconcentrado em organismos
marinhos e nem hidrolisado.

O benzeno apresenta tempo de meia vida de dezessete dias devido a fotodegradagéo
que contribui para sua remocdo em aguas frias, com baixos nutrientes ou outras condicdes
menos propensas a degradacdo microbiana (SILVA, 2002). Também foi testado que o tempo
de degradacédo de benzeno em um rio aerdbico e de dezesseis dias (SILVA, 2002). Por possuir
maior mobilidade no solo e por ser altamente carcinogénico, nos estudos da remediacdo do
solo por BTEX, 0 benzeno tem recebido especial atencéo.

De acordo com a densidade do hidrocarboneto existem dois tipos de fases NALPs
(non-aqueous liquidous phase ou fase liquida ndo aquosa): 0s que possuem em relacéo a agua,
maior densidade que sdo DNAPL (dense non-aqueous phase liquid ou fase liquida densa ndo
aquosa) como 0s compostos organoclorados, e os de menor densidade denominados de
LNAPL (light non-aqueous phase liquid ou fase liquida ndo aquosa leve) como 0s
hidrocarbonetos da gasolina (GUINTER, 2000).

A gasolina é classificada como um dos principais tipos de LNAPL, definida como um
liquido ndo aquoso mais leve que a dgua (GUINGUER, 2000; MARQUES, 2007), pois tem
densidade na faixa de 0,72 a 0,78 mg mL™ que é menor do que da &gua. Logo como a
gasolina tem menor densidade tende a flutuar sobre &gua na forma de uma pluma de
contaminacéo.

De acordo com Corseuil & Marins (1997), a gasolina por ser pouco solGvel em agua

estd presente no subsolo como liquido de fase ndo aquosa (NAPLS). Seus constituintes de
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maior solubilidade s&o os compostos BTEX. Para Penner (2000), os BTEX estdo em
concentracOes significativas nos combustiveis derivados do petroleo e apresentam maior
solubilidade em agua. Além disso, sdo consideradas as fracdes mais moveis dos combustiveis,
e, portanto, sdo os contaminantes que primeiro irdo atingir o aquifero ou serdo inalados
(MANCINI, 2002).

Segundo Mancini (2002), a solubilidade em agua destes compostos determina uma
disponibilidade maior e imediata para os seres vivos, além de dificultar outros processos de
remocao como a volatilizacdo e a associacdo com o material particulado. Estes compostos
BTEX sdo utilizados como parametros para quantificar e qualificar uma contaminacéo,
(OLIVEIRA, 1992).

Quando ocorre um vazamento em agua subterranea, uma das primeiras consequéncias
é a percepc¢do de condicBes anaerobias, devido os niveis crescentes de respiragdo microbiana
nesta zona saturada. Sob condic¢des anaerdbias, a degradacdo que ocorre com 0s BTEX, segue
a suscetibilidade de xileno>tolueno>benzeno. Este dado é importante, pois mostra que 0
benzeno, por ser 0 mais toxico e recalcitrante dos BTEX, pode migrar mais no meio
(TROVAO, 2006). Por isso, 0 benzeno é classificado por Fetter (2001) como poluente de alta
mobilidade na &gua e solo, enquanto que o tolueno e o composto o-Xileno estdo classificados
como de moderada mobilidade.

Os compostos etilbenzeno, p-xileno e m-xileno séo classificados com baixa
mobilidade no solo e na agua subterrdnea. Outro aspecto importante € que a sor¢do do
composto benzeno na subsuperficie aumenta, a medida que aumentam os teores de matéria
organica do solo, (ABDANUR, 2005). Enquanto que, o padrdo de potabilidade do benzeno
estabelecido pelo Ministério da Satide (MS) é de 5 pg L, em qualquer vazamento, as
concentracdes de compostos toxicos chegam a valores trés mil vezes superiores a esse
(SILVA, 2002).

Experiéncias tém demonstrado que diferentes formulacGes na gasolina podem afetar o
destino e o transporte dos BTX. O uso do etanol como aditivo na formulagdo da gasolina tem
aumentado mundialmente, e como ele é completamente miscivel em agua, pelo efeito
conhecido como co-solvente, aumenta a solubilizacdo e a migracdo dos BTX. Como a
gasolina brasileira recebe a adicdo de 20 a 25% de alcool etilico anidro, ocorre aumento em
até 20 vezes da solubilidade em &agua de determinados compostos como, por exemplo, o
benzeno (BEREAUD, 1997; HUNT & ALVAREZ, 2002; OLIVEIRA et al., 2004).

Uma vez que o etanol é completamente solivel em &gua, a sua concentracdo tende a

ser maior que a dos compostos BTX em &guas subterraneas contaminadas com misturas de
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etanol e gasolina. Como os compostos altamente solUveis tém um menor potencial de sor¢do
no solo, o etanol tende a ter mobilidade maior que a dos compostos BTX na &gua subterrénea.
Este efeito reduz a polaridade da fase aquosa, ocasionando a reducdo no coeficiente de
atividade, permitindo maior concentracdo dos compostos hidrofobicos na fase aquosa
(POWERS et al., 2001).

3.3.2 Localizacédo do contaminante no solo

O gerenciamento de uma area contaminada se da geralmente a partir do conhecimento
da fase que se encontra o contaminante no meio. O contaminante pode se apresentar no solo
em trés fases: 1- livre (produto livre e puro); 2 - sorvido (preso nas particulas); ou 3 -
dissolvido (na &gua subterranea). Segundo Guiguer (2000) existem as fases: liquida,
dissolvida e de vapor; enquanto Oliveira (1992) classifica em fases: sorvida, livre e
dissolvida. Entretanto, segundo Mariano (2006 a, b), a mesma considera que o transporte dos
hidrocarbonetos no solo € caracterizado pela formacéo de quatro fases distintas que regulam o
processo de migracdo do produto como: fase liquida residual (ou fase sorvida), fase liquida
livre, fase dissolvida e fase de vapor, buscando assim um melhor entendimento do assunto. O
tipo de remediacdo dependera de como o contaminante se encontra no solo.

A fase em que os hidrocarbonetos se encontram no solo regula quais fendmenos
governam o0 processo de migracdo, onde essas fases sdo redistribuidas no solo por varios
processos de transferéncia e transformacdo. A quantidade de produto que ira atingir o lencol
fredtico dependerd da sua quantidade inicial, da distancia vertical que separa o ponto de
vazamento ou derramamento do lencol freatico e da quantidade residual de produto que ficara
retida pelo solo (OLIVEIRA, 1992).

Além, das fases do contaminante no solo, a base do gerenciamento da area
contaminada (AC) se d& por dois processos, 0s quais sdo: Identificacdo da AC e remediagéo
da AC. O processo de identificacdo da AC é constituido de quatro etapas: defini¢do da regido
de interesse, identificacdo de &rea potencialmente contaminada, avaliacdo preliminar e a
investigacdo confirmatoria. O processo de recuperacdo da AC sera elaborado em funcdo da
analise de risco, caso seja necessaria. O processo de recuperagdo de uma area contaminada

deve contemplar a zona saturada (ou ndo saturadas, ou ambas) contaminada, o local
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contaminado (no local, in situ, e/ou fora do local, ex situ) e um projeto de remediagéo
(COUTINHO & GOMES, 2006).

O projeto elaborado € utilizado como base técnica e avaliado pelo 6rgao gerenciador
ou 6rgdo de controle ambiental. O 6rgdo de controle ambiental avalia a possibilidade de
autorizagdo ou ndo da implantagdo do projeto de remediagéo e a operagdo do mesmo. Este
deve selecionar uma ou mais técnicas de remediacdo para elaborar o plano tipico de
remediacao que se preocupa basicamente com quatro itens, que sdo:

1- contencéo do produto livre ou dissolvido;

2- remocao do produto livre;

3- remogéo do produto dissolvido;

4- remocdo do produto sorvido (COUTINHO & GOMES, 2006).

A contencdo e a remocdo do produto livre geralmente sdo realizadas através de
sistemas de pogos ou trincheiras de bombeamento e para a remocdo do produto sorvido ao
solo na zona ndo saturada e dissolvido na &gua subterranea existem diferentes critérios e

técnicas de remediacéo.

3.4 TECNICAS DE REMEDIACAO DE AREA CONTAMINADA COM
COMBUSTIVEL

As técnicas de remediacdo sdo empregadas apds diagnosticos de riscos ambientais que
indiguem ou ndo emprego de processos que acelerem a biodegradacdo dos poluentes em solo
e/lou dgua. Estas técnicas geralmente sdo direcionadas a cada uma das zonas de uma area
contaminada conforme o tratamento ex-situ (necessita retirar o material contaminado para
posterior tratamento) ou in-situ (trata no proprio local o material contaminado), que séo
visualizadas na Tabela 3. 2. Além disso, a remedia¢do da zona ndo saturada (solo ou meio
poroso) tem por objetivo evitar a contaminagdo da zona saturada (dgua subterrénea) e estas
tecnologias a serem indicadas dependerdo do tipo de contaminante presente no meio.

Segundo Tiburtius & Zamora (2004) a forma mais comum e amplamente usada na
remediacdo de aguas subterr@neas contaminadas por compostos volateis consiste em um
tratamento denominado pump and treat (bombear e tratar), que é um tratamento fisico-

quimico. Neste tratamento, a agua contaminada por poluente organico é retirada por

24



bombeamento, submetida a um processo de remocéo de poluentes e descartada, e as vezes,

volta ao reservatério natural.

Tabela 3. 2 Técnicas de remediacdo em funcdo da zona do meio e do tipo de tratamento

Zona Tratamento Técnica de remediacao

Lavagem de solo (soil wash)

Ex-situ Incineracéo

Biorremediag&o (biopilhas, landfarming, .)

Né&o saturada Lavagem de solo (soil fluishing)
(solo ou meio In-situ Extracdo de compostos organicos volateis (pela extracdo
poroso) de vapor do solo, bioventilagdo ou bioventing)

Biorremediacédo

Carvéo ativado

Ex-situ Coluna de aeracéo (asperséo de ar ou air stripping)

Biorremediacédo

Bombeamento e tratamento (pump and treat)

Saturada In-situ Tratamento quimico

(agua subterranea) (injecéo de oxidantes, barreiras reativas etc)

Extracdo de compostos organicos volateis

(air sparging, bioventing)

Biorremediacdo
Fonte: adaptada da fonte de COUTINHO & GOMES (2006)

Existem técnicas de remediacdo utilizadas em zona ndo saturada com tratamentos
fisicos, quimicos e bioldgicos. Os tratamentos fisicos mais utilizados em solo contaminados
sdo: aspersdo de ar, (ar stripping, TIBURTIUS & ZAMORA, 2004), extracdo de vapor do
solo (EVS), sor¢do com carvdo ativado (TIBURTIUS & ZAMORA, 2004) e bioventilacdo
(com oxigénio segundo, PALA et al., 2002, MALINA et al., 2002; CUNHA et al., 2004;
SHEWFELT et al., 2005; ou com perdxido de hidrogénio, (CUNHA& LEITE, 2000; SHIM et
al., 2002). Embora sejam eficientes estes processos de sor¢do de carvao apresentam serias
limitagdes, principalmente relacionadas com o seu carater ndo destrutivo. O processo de
sor¢do leva a geracdo de fases sdlidas saturadas com contaminantes. Enquanto, que a remogéo
de volateis por aspersao de ar ou bioventilagdo sdo os mais usados, implicam na liberacéo de
gases poluentes para atmosfera.

Os tratamentos quimicos mais utilizados sdo: recuperacdo de produto livre, extragdo

com solventes e a extragdo multifasica. Como estes métodos tém elevados custos geralmente
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sdo utilizados em ultimo caso. Dos tratamentos bioldgicos citados pela USEPA (2000), todos
sdo considerados como de biorremediacdo. Os tratamentos bioldgicos que perfizeram 28%
foram distribuidos da seguinte maneira: biorremediacdo (58%), bioventilacdo/lodos ativados
(14%), fitorremediacéo (10%), biopilhas/ compostagem (6%) e outros (2%).

Os tratamentos bioldgicos (ou biorremediacdo) que tém sido usados com mais
frequéncia para remediar areas contaminadas com gasolina, em pequena e em grande escala
conforme a literatura, sdo: atenuacdo natural (CORSEUIL et al., 1998, 1999; TIBURTIUS &
ZAMORA, 2004; DIEL & LOKMAN, 2007), bioestimulacdo (SHIM et al., 2002; KIM et al.,
2002; PALA et al., 2002; TIBURTIUS & ZAMORA, 2004; DIEL & LOKMAN, 2007), e
bioaumentacéo, (KIM et al., 2002; PRANTERA et al., 2002; RAHMAN et al., 2002; SHIM
etal., 2002; TIBURTIUS & ZAMORA, 2004).

3.5 BIORREMEDIACAO

Segundo Accioly & Siqueira (2000), biorremediacao é uma estratégia ou processo que
emprega micro-organismos (nativos ou inoculados), plantas ou enzimas, ou nutrientes para
acelerar degradacao dos contaminantes no solo ou na dgua. A aplicacdo desta técnica combina
processos bioldgicos naturais (com conhecimento de microbiologia, de bioquimica e de
fisiologia vegetal) e engenharia que tendem a gerar condigdes favoraveis de imobilizar,
mineralizar ou auxiliar a extracdo do contaminante no solo e/ou na agua.

A biorremediacdo € baseada na capacidade dos micro-organismos (bactérias, fungos,
algas) edas plantas em alcangar o material contaminante no solo ou na agua e converter este
em uma molécula menos toxica, como o dioxido de carbono e a agua ou imobilizar o
contaminante em uma forma ndo soltvel ou mais estavel (DIELS & LOOKMAN, 2007). As
estratégias frequentemente usadas para a biorremedia¢do no ambiente sdo: atenuacgdo natural;
bioestimulacédo, bioventilacdo, bioaumentacdo, landfarming e fitorremediacdo (ACCIOLY &
SIQUEIRA, 2000; COUTINHO & GOMES, 2006).

A atenuacgdo natural, de uma contaminagdo por hidrocarbonetos, pode ocorrer atraves
de diversos processos, incluindo a biodegradagdo in situ por micro-organismos presentes
naturalmente no local, diluicéo, disperséo, sorcao e volatilizacdo. Este processo de atenuagao

natural é mais usado em areas rurais ou em areas sem risco a populacdo, pois pode demorar
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mais dependendo do meio e do poluente e devido aos gases que séo gerados durante 0 mesmo.
Entre estes eventos a biodegradacdo é o unico processo que modifica o hidrocarboneto,
resultando na reducdo da massa do poluente (BHUPATHIRAJU et al., 2002). Durante este
processo 0s Micro-organismos nativos presentes no ambiente contaminado degradam ou
precipitam o poluente, através do consumo natural dos doadores e aceptores de elétrons
presentes. Contudo, em varios casos 0s aceptores de elétrons, como o oxigénio, ndo estdo em
quantidades suficientes e sdo rapidamente consumidos (DIELS & LOOKMAN, 2007).

A atenuacdo natural consiste na biodegradagdo intrinseca ou natural pelos micro-
organismos nativos do solo ou da agua (ACCIOLY & SIQUEIRA, 2000), ao passo que na
bioestimulacdo a biota degradadora recebe aporte de nutrientes e aeracdo para estimular seu
crescimento. A bioestimulacdo consiste na adicdo de nutrientes como nitrogénio, fésforo ou
até fonte de carbono como glicose, para estimular a microbiota nativa. A bioventilacdo é uma
forma de bioestimulacdo por meio de adicdo de gases como oxigénio ou perdxido de
hidrogénio, para gerar condi¢fes aerébias e aumentar a atividade microbiana (ACCIOLY &
SIQUEIRA, 2000).

A bioaumentacdo envolve a inoculacdo de culturas puras e/ou de consércios
microbianos, contendo micro-organismos pré-selecionados, com potencial de degradacdo e
competicdo, para metabolizar compostos especificos, podendo ser adicionado indculo ao local
contaminado, visando aumentar o potencial de degradagdo (ACCIOLY & SIQUEIRA, 2000).
RAHMAN et al., (2002), observaram que a adicdo de um consércio em uma remediacdo in
situ, pode aumentar o nimero de bactérias degradadoras, no entanto, nos estudos destes com
bioaumentacdo in situ ndo foi observado diferenca na quantidade de hidrocarboneto
degradado em relagcdo a atenuacdo natural. Isto pode ter ocorrido porque o indculo ndo se
adaptou totalmente a degradacdo do poluente no ambiente estudado. Em geral, a
bioaumentacdo é mais apropriada para tratamentos de contaminantes muito persistentes, em
contaminac0es recentes e onde se pretende aplicar a degradacdo acelerada.

O landfarming é definido como um processo de biorremediacdo que trata geralmente
residuos petroquimicos pela disposi¢do dos mesmos na forma liquida ou solida na camada
aravel do solo. Esta camada pode atingir até 0,5 m de profundidade e nesta concentrar-se 90%
dos micro-organismos que usam 0s contaminantes como fonte de energia e que podem
transforma-los também por co-metabolismo (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Para
Boopathy (2000), neste tratamento os residuos sdo aplicados na camada superficial do solo,

onde geralmente se realiza a biodegradacdo pela grande maioria da populagdo heterotréfica.
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Para isso, 0 solo é arado e gradeado para promover a mistura uniforme do contaminante e
aeracdo (ACCIOLY & SIQUEIRA, 2000).

Os residuos petroquimicos com concentragio de até 70.000 mg kg (7%) em
landfarming sdo reduzidos para 100-200 mg kg™, em poucos meses, desde que as condigdes
fisicas (umidade e aeracdo), quimicas (presenca de aceptores de elétrons) e bioldgicas
(elevada atividade de heterotroficos), sejam adequadas. Para lodos de refinarias de petrdleo, a
biodegradacao é favorecida quando os fatores (como tipo de solo, teor de matéria organica e
da aplicacéo de nitrogénio) foram bem controlados (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). O solo
utilizado para o tratamento de landfarming deve apresentar textura intermediaria, ou seja, nem
argiloso, o que dificulta a aeracdo e incorporacdo do residuo ao solo, nem arenoso o0 que
permite a percolacdo do residuo para camadas inferiores, além de normalmente serem solos
com baixa atividade bioldgica e de reduzida capacidade de troca catiénica (CTC, ACCIOLY
& SIQUEIRA, 2000).

As condi¢bes quimicas e a matéria organica do solo sdo importantes para a
populacdo microbiana co-metabolizante, que também atua na biodegradacdo de certos
compostos do petrdleo e de outros residuos. Muitos contaminantes apresentam baixa
degradabilidade e, assim necessitam da adicdo de surfactante (ou bisurfactantes que
favorecem a biodisponibilidade do poluente a microbiota do meio), ou agentes pré-oxidantes,
para reduzirem a recalcitrancia e acelerar sua degradacdo pelos micro-organismos. Em
condicdes Otimas de nutrientes (como por exemplo, a relagdo C:N:P de 70:5:1) a
biodegradacdo de petroleo bruto ou lodo de refinaria no ambiente atinge 60 a 86%, em menos
de um ano (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Entretanto, na literatura (PRANTERA et al.,
2002; PALA et al., 2002; SABATE et al., 2004; SPINELLI, 2005; BENTO et al., 2005;
SHEWEFELT et al., 2005; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006; CORSEUIL et al., 2009) existem
muitas sugestbes de relacdes de adicdo de nutrientes, para o solo e a agua, o que indica que
pré-testes devem ser feitos para se utilizar a melhor relacdo a ser adicionada nestes meios.

A biodegradacdo pode ser dividida em biorremediacdo microbiana e com plantas
como a fitorremediacdo. As plantas adquirem tolerancia a contaminantes quando expostas a
eles, por longo periodo de tempo. Elas também desenvolvem estratégias diversas, como a
biodegradacdo de compostos organicos e acimulo de metais pesados em seus tecidos. A
fitorremediacdo utiliza-se de plantas para remover, conter ou transformar contaminantes
diretamente pela acumulacdo ou indiretamente pela agdo dos micro-organismos rizosféricos
(ACCIOLY & SIQUEIRA, 2000). Entretanto, o maior potencial desta forma de tratamento é a
biodegradacdo microbiana de compostos organicos biodegradaveis.
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3.5.1 Estudos de Biorremediacéo em solo com gasolina pura ou comercial

Para a biorremediacéo de solo com gasolina em sistema fechado as concentragdes (%)
mais utilizadas, conforme as literaturas consultadas foram de: 1 e 5%, (CUNHA, 1996;
SERENA et al.,, 1999; CUNHA et al.,, 2000; PANTRERA et al., 2002). Em geral, as
concentragdes frequentemente usadas foram de 5% em sistema fechado (frasco de vidro) com
0 objetivo de verificar a degradacdo do poluente pela atividade microbiana (analise

respirométrica) e pela reducdo dos compostos da gasolina (analise por cromatografia gasosa).

Foram observadas as concentracdes de 5 e 10% de combustivel em processos de
biorremediacdo por atenuacdo natura, com 70% da capacidade de campo para 2 tipos de solos
(arenoso e argiloso), com trés distintos combustiveis: gasolina, dleo diesel e petréleo cru
(LABUD et al., 2007).

Nos experimentos de Nankoong et al. (2003) que utilizaram biofiltro de vapor com
gasolina, a eficiéncia de remocdo do benzeno foi a mais baixa entre os BTEX. A remocéo de
benzeno, tolueno, etil-benzeno e xileno (BTEX), e hidrocarbonetos totais do petroleo (TPH)
foram respectivamente, de 85 e 80%, durante um periodo de 4 meses de estudo.

Para Rahman et al. (2002), a biorremediag&o de solo contaminado com gasolina, ex
situ pelo processo de bioaumentacdo, utilizando consorcio de bactérias com Pseudomonas
sp.(DS 10-129) obtiveram uma reducdo de aproximadamente 67 e 78% de hidrocarbonetos
(ou seja, TPH), em 60 dias. Nos experimentos de Cunha et al. (2004) em blocos cubicos de
solo (30 cm?) contaminados no centro com gasolina comercial (22% de etanol), a redugdo dos
TPH pelos processos de atenuacdo natural e bioventilacdo (com 2 psi de oxigénio, 3 vez por
semana), em 60 dias, foram de 74 e 98%, respectivamente.

Segundo Shewfelt et al. (2005), os resultados das analises de TPH de solos em
processos de bioventilagdo com bioestimulacdo (com nitrogénio) contaminados com gasolina
com TPH de 1800 mg kg , em fungdo do contelido de agua do solo, em média, foi a
seguinte: 1- em solos com 18 % de umidade, somente 12% de TPH permanecem e reduzem
88%, em 30 dias; 2- em solos com 21% de umidade, somente 25% de TPH permanecem e
reduzem 75%, em 30 dias; 3- em solos com 9% de umidade, durante 15 dias, verificaram que
75% de TPH permaneceram e reduziu sé 25%. Estes autores verificaram que 0s processos de
bioestimulacdo (com diferentes relacGes de C:N e formas de nitrogénio), com bioventilacao e

com diferentes teores de umidades (9, 18 e 21%) em frascos respirométricos, apesentaram
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melhores resultados com a forma de nitrogénio amonia, para relacdo C:N de 10:1, em solo
com 18 % de umidade, nas condi¢des estudadas (SHEWFELT et al., 2005).

3.5.2 Estudos de Biorrmediagdo em meio liquido com gasolina pura ou comercial

Conforme a literatura, as concentragdes de gasolina mais observadas nos
experimentos em escala piloto com meio liquido e agua subterranea, em sistemas fechados,
foram de: 0,005% (SOLANO-SERENA et al., 1999, com gasolina sintética), 1% (CUNHA &
LEITE, 2000; PRANTERA et al., 2002; WONGSA et al., 2004), 5% (CUNHA & LEITE,
2000; ou 10 ou 15% MORAIS & TORNISIELO, 2004). Destas concentracdes informadas na
literatura, citada anteriormente, a mais utilizada em meio mineral foi de 1%. Trabalhos com
concentracdes de 5 e 10% de gasolina comercial em processos de biorremediacdo com meio
liquido ou mineral, também foram desenvolvidos (CUNHA et al. ,1996).

Cunha & Leite (2000) utilizam concentracdo de 1 % de gasolina em meio mineral
(100 mL com 5 g de solo), em frasco fechado de 500 mL, incubado por 3 dias a 30°C em
shaker (150 rpm), para isolar micro-organismos. Estes autores, apds isolar os micro-
organismos utilizaram 5% gasolina (v m™), em meio mineral, com 5 g solo com indculo ideal
de 10 UFC g de solo, com processos de bioestimulagio (contendo: NHsNOs e H202). No
tratamento 1 (com solo contendo a microbiota nativa) e os demais 15 tratamentos, tiveram o
processo de bioaumentacédo (indculo de isolados ou de isolados na forma de consorcio, com 2,
ou 3 ou 4 isolados) com o processo de bioestimulacdo. Estes tratamentos foram avaliados nos
periodos de 0 e 72 horas. Os tratamentos 1 (com solo contendo a microbiota nativa) e 13
(consércio com 3 isolados de cada, como a Pseudomonas putida, P. cepacia e a
P.alcaligenes) apresentaram os melhores resultados na degradagdo dos compostos da gasolina
como de: 53 e 446%, respectivamente. O tratamento 13 apresentou degradagdes maiores do
que o tratamento 1, somente para as fracdes da gasolina com: C11 (88,7%); C12 (61,3%) e
C13 (66,7%), em 72 horas.

Segundo Prantera et al. (2002), as melhores taxas de degradagdo de hidrocarbonetos
aromaticos da gasolina em solos ocorrem quando as bactérias dos isolados Gram-negativos 3

A e 5 B foram adicionadas. O isolado 3 A apresentou o melhor resultado, em 24 horas,
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degradando os BTX em taxas de: 38, 48 e 54%, respectivamente. Neste experimento 0s
compostos BTX ndo foram mais detectados com o isolado 3 A, ap6s 30 dias de incubacéo.

Em uma contaminagédo de agua subterranea, em escala piloto, foram continuamente
langadas concentragdes de 60 mg L' dos compostos BTEX. O controle da migracdo dos
BTEX, informado em funcdo dos célculos de massa de fluxo mostraram reducdo dos BTEX
de: 93% na zona de redugéo de ferro e 5,6% dentro da zona de adigdo de nitrato. O restante
1,3% foi removido na zona de oxidacdo, na extremidade da pluma, no periodo de 3 anos
(KAO et al., 2000).

Devido aos BTX serem compostos muito toxicos eles tem sido bem comentado na
literatura em processos de biorremedia¢do. Sdo estudados individualmente ou na forma
combinada (com dois ou trés compostos juntos). Tanto que varios autores observaram que a
presenca de um dos compostos BTX na forma combinada pode favorecer a degradacdo ou
inibicdo de um destes compostos, e que cada composto, quando sozinho, foram mais
facilmente degradado, dependendo dos fatores do meio (SHIM et al., 2002; OTENIO et al.,
2005).

3.6 FATORES QUE AFETAM A BIODEGRADACAO

Existem fatores e processos que podem influenciar na biodegradacdo de poluente no
solo (ou na &gua), conforme se observa na Figura 3. 3.

Os poluentes em contato com 0 solo estdo sujeitos aos processos de sor¢do ou
retencdo, transferéncia ou transformacdo que governam sua atividade biol6gica, persisténcia e
mobilidade no solo. Dentre estes processos, destacam-se: a lixivia¢do ou percolacgéo, a sorcdo,
a degradacdo bioldgica e o transporte por agua, e sedimentos por erosdo hidrica do solo
(ACCIOLY & SIQUEIRA, 2000).

Embora os hidrocarbonetos possam sofrer fotolise, oxidacdo quimica e volatilizagdo, a
degradacdo microbiana € o principal processo de atuacdo sobre 0s compostos persistentes no
ambiente (MCGILL et al., 1981; ASHOK et al., 1995).

Os micro-organismos usados na degradacgéo sdo frequentemente isolados da populacao
nativa do solo (WILSON & JONES, 1993; CUNHA & LEITE, 2000; BENTO et al., 2005) e
séo adicionados como parte do processo de bioaumentagdo. Em muitos casos, a degradacao

pode ser incrementada por um aumento direto da populacdo de bactérias (BENTO et al.,
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2005), pelo processo de bioaumentacdo ou com adicdo de nutriente pelo processo de
bioestimulacdo (CUNHA et al., 1996, 2000; MOHNAM et al., 2000; PALA et al., 2002;
SABATE et al., 2004; BENTO et al., 2005; SPINELI, 2005) e/ ou fonte adicional de carbono
prontamente degradavel como a glicose (HESS et al., 1990; ALVAREZ & VOGEL, 1991,
HENDRIKSEN et al., 1992; YADAV & REDDY, 1993; SABATE et al., 2004; LEE et al.,
2007; MORALES, 2008).

POLUENTE
- toxicidade
estrutura
solubilidade
quantidade

SOLO- propriedades
- pH

'Fl)'eores de oxigénio T l

Nutrientes

Umidade

Textura ....

\‘ Volatilizagao
soo  |——
~
Fatores ambientais T

Temperatura
Precipitacdo
Ventos

Transformacodes
Bidticas (Biodegradacao)
e Abidticas

Microrganismo

- potencial enzimético
- n° de micro-organismos

Fonte: ACCIOLY & SIQUEIRA (2000)

Figura 3. 3 Processos e fatores que afetam a biodegradacédo de poluentes no solo.

Quando ocorre uma contamina¢do no solo com gasolina surge um problema, em
relacdo a remediacdo, que é prever a migracdo de todos os constituintes da gasolina no
ambiente. Os hidrocarbonetos que compdem a gasolina, como os BTX, tém baixa solubilidade

apesar de serem os mais solUveis dos hidrocarbonetos da gasolina em agua, alta volatilidade e
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forte sorcdo, tendendo a permanecerem nos sitios do solo (CORSEUIL et al., 2009). Os
compostos com elevada solubilidade estardo mais presentes nos aquiferos e 0os compostos
com elevada volatilidade estardo presentes em varias partes do local contaminado como no
solo, na agua e no ar (GUINGUER, 2000). Os compostos de elevada solubilidade tendem a
ser mais prontamente biodegradaveis e os insollveis tendem a ser lentamente degradado e
sorvido pelo solo. Entretanto, se a massa do composto organico insoluvel exceder a
capacidade de sorcdo do solo, os compostos poderdo migrar para o aquifero (NYER, 2000;
GUINGUER, 2000).

A migracdo dos hidrocarbonetos na agua subterranea é governada por processos que
os dispersam e que retardam seu movimento no aquifero, ocasionando mudancas na forma e
no tamanho da pluma de contaminacdo. A composicdo relativa do produto deve mudar
drasticamente depois de liberado para o ambiente. Entre os fatores destas mudancas na pluma
de contaminagdo podem ser devido ao transporte (composto pelos mecanismos de advecgéo,
dispersdo mecéanica, difusdo molecular e sorcdo), a transformacdo fisica (volatilizacdo), a
transformacdo quimica ou também chamada degradacdo quimica (hidrolise, oxidacdo e
reducdo), a transformacao bioldgica (biodegradacdo) e a acumulacdo em um ou mais meios,
incluindo o meio receptor (FATORELLI, 2005).

As transformacdes abioticas sdo devido a acéo de luz, calor e a outros fatores fisicos.
O processo de degradacdo pode ser afetado por caracteristicas do meio (solo e 4gua) com
certo tipo de poluente, que podem necessitar de mudancas de: pH, teor de umidade, aeracéo,
adicdo de nutrientes e adicdo de micro-organismos especificamente adaptados para acelerar o
processo. Segundo Calaca (2010), os fatores ambientais abidticos (tais como: textura do solo,
teor de oxigénio, umidade, temperatura, teor de nutrientes, ventos e o pH) sdo importantes
para o sucesso da biorremediacdo (KONING, 2002).

A umidade do solo influencia diretamente as suas propriedades fisicas, como a
capacidade de aeracdo, a compatibilidade, a plasticidade e a consisténcia, influenciando assim
a sua aptidao para biorremediacdo (BLUME, 1992; SCHEFFER, 1998; CALACA, 2010).

Segundo Calaga (2010), a temperatura influencia tanto nas propriedades fisicas dos
contaminantes contidos no solo, quanto na atividade bioldgica dos micro-organismos. De
acordo com Koning (2002), sdo as temperaturas mais altas, a principio, as mais vantajosas, ja
que a solubilidade dos contaminantes e a biodisponibilidade dos compostos orgéanicos
aumentam.

Os solos sdo caracterizados por uma alta variacdo de suas propriedades fisicas e

quimicas, tanto na distribuicdo horizontal quanto vertical. Elektorowicz (1993) destaca a
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importancia da textura e da porosidade do solo para o sucesso da biorremediacéo, j& que os
mesmos influenciam diretamente a densidade e a permeabilidade, e assim no comportamento
dos gases e dos liquidos no solo. Solos arenosos podem ser tratados mais facilmente do que
solos com fracBes mais finas. A textura também influencia a capacidade de retencdo dos
contaminantes, uma vez que solos argilosos sdo capazes de reter, através de sor¢do, mais
contaminantes do que solos arenosos (SCHEFFER et al., 1998).

Segundo Jacques (2005), o termo sorcdo é definido como o processo em que
compostos quimicos tornam-se associados a fase sélida e, devido a isto, tendem sofrem menor
biorremediagdo. Esse processo afeta drasticamente o destino dos compostos adicionados ao
solo. Assim, se um composto encontra-se dissolvido na solugéo do solo, como por exemplo, 0
etanol, apresenta maiores possibilidades de sofrer processos como fotoxidacédo, volatilizacéo,

biodegradacao, transporte e interacdo intermolecular.

3.6.1 Consequiéncias Ambientais da Adicdo de Etanol na Gasolina no ambiente

As consequéncias ambientais da adicdo de etanol na gasolina (gasolina comercial) é
que ele pode aumentar a solubilizacdo dos compostos BTEX na agua subterranea por co-
solvéncia (CORDAZZO, 2000) e, ser preferencialmente degradado dificultando a
biodegradacdo natural dos BTEX, e aumentando a persisténcia destes compostos na agua
subterranea ou no meio (MARIANO, 2006a).

3.6.1.1 O Efeito de Co-solvéncia

O efeito de co-solvéncia é o fenbmeno em que uma substancia altera a solubilidade de
outra substancia no meio, tendendendo a aumentar a solubilidade desta. Isto ocorre, com a
presenca do etanol em gasolina, favorecendo assim, maior solubilidade dos hidrocarbonetos e
a dissolucdo deste em agua subterranea (SOARES, 2006; CORSEUIL et al., 2009). Quanto

mais hidrofilica for a substancia, mais prontamente degradavel a mesma sera.
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O etanol, por ser hidrofilico, é facilmente biodegradado por enzimas associadas a rota
metabdlica central e por ser um composto mais comum na natureza do que os BTEX.
Concentracbes de etanol acima de 50 %, na gasolina, podem aumentar substancialmente a
mobilidade dos hidrocarbonetos (ULRICH, 1999) e concentracdes, somente de etanol, de 40
%, inibe completamente a microbiota no meio (HUNT et al., 1997). Etanol na gasolina, em
concentragéo acima de 7,3% (v v1), pode favorecer a diluicdo em agua e aumentar o impacto
na sorcao e co-solvéncia dos hidrocarbonetos, acarretando preocupacao ambiental (BELLER
et al., 2001). Desta forma, o etanol propicia aos compostos BTEX uma maior solubilidade em
agua, aumentando assim sua mobilidade, permitindo que eles se espalhem mais rapidamente
pela subsuperficie. Na presenca de 10% de etanol, a solubilidade do benzeno, tolueno, orto-
xileno e naftaleno aumentam em 20, 40, 50 e 73%, respectivamente (PENNER, 2000).

3.6.1.2 Volatilidade

A presenca de 20 a 26% de etanol na gasolina aumenta as emissdes de compostos
organicos volateis em aproximadamente 10%. Esse fenbmeno é explicado pela alteracdo das
ligacGes intermoleculares dos compostos da gasolina em virtude da presenca do etanol
(SILVA, 2004).

3.6.1.3 Deslocamento da Pluma de Contaminagdo em agua

A gasolina tem menor densidade que a agua e, em contato com a mesma, tende a
flutuar sobre agua, na forma de uma pluma de contaminagdo. Os hidrocarbonetos
monoaromaticos BTX da gasolina tém solubilidade limitada em agua; contudo, sdo sollveis
em etanol. A presenca de etanol na gasolina aumenta a solubilidade dos hidrocarbonetos
aromaticos em agua. As elevadas concentracdes de etanol em &gua tendem a gerar maior
mobilidade dos hidrocarbonetos principalmente, dos BTX, aumentando o deslocamento da
pluma de contaminagéo da gasolina na dgua (SILVA, 2002; SOARES, 2006).
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Uma vez que o etanol é completamente solivel em &gua, a sua concentracdo devera
ser maior que a dos compostos BTEX em &guas subterraneas contaminadas com misturas de

etanol e gasolina.

3.6.1.4 Persisténcia dos BTX em Ambientes Subsuperficiais (solos e aquiferos)

Em mistura com a gasolina o etanol tende a ser degradado preferencialmente pelos
micro-organismos e pode aumentar a persisténcia dos BTX, e de outros hidrocarbonetos,
principalmente, em ambientes subsuperficiais (solos e aquiferos). Esta degradacdo
preferencial do etanol pode levar ao maior consumo de oxigénio (ou de aceptores finais de
elétrons) de ambientes subsuperficiais e ocasionar a persisténcia dos demais compostos nestes
ambientes (CORDAZZO, 2000; CORSEUIL et al., 2006; CORSEUIL et al., 2009). A
degradacéo do etanol é preferencial e demanda menos energia para degrada-lo, pois este € um
composto hidrofilico e os compostos BTX sé&o hidrofébicos (CORSEUIL et al., 1998; RICE,
2000; ALVAREZ & HUNT, 2002; CORSEUIL et al., 2006; CORSEUIL et al., 2009). Além
disso, segundo Rice (2000), a degradacdo preferencial do etanol ocorre na presenca de
enzimas constitutivas que sdo produzidas naturalmente pelos micro-organismos em varias
vias metabdlicas. No entanto, as enzimas necessarias para degradar BTX, demandam tempo e
exigem a presenca do contaminante para serem induzidas (DEEB et al., 2002).

O efeito potencial do etanol na degradacéo intrinseca dos BTEX, devido a degradacéo
preferencial do etanol, pode ser favorecido pelos aceptores de elétrons (como oxigénio e
nitrato) em condicdes aerdbias e caracteriza baixas taxas de degradacdo dos BTEX; visto que
0 mesmo, utiliza os nutrientes essenciais e assim limita o crescimento microbiano de bactérias
capazes de degradar os BTEX (BELLER et al., 2001; CORSEUIL et al., 2009). Conforme
Corseuil et al. (2009), no caso da presenca simultanea de etanol e compostos BTEX em aguas
subterranea, estudos demonstram que o etanol é o substrato preferencial dos micro-
organismos tanto em condicdes aerobias como anaerdbias.

Segundo Beller et al. (2001), o etanol pode também aumentar a populagdo microbiana
capaz de degradar os BTEX e auxiliar a taxa de degradacdo destes. Para alguns autores a
presenca de etanol pode favorece a degradacdo dos BTX e dos demais compostos
hidrofébicos da gasolina (BELLER et al., 2001; MORALES, 2008). Para outros, ele inibe em
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concentragdes de 25 mg L (DEEB et al., 2002). A inibicdo da degradagdo dos BTX, na
presenca de etanol pode ocorrer, porque o etanol demanda grande quantidade de oxigénio na
sua degradacdo e pode prejudicar a degradacdo de outros compostos existentes no meio,
devido a geracdo de condi¢cbes anaerdbias (CORSEUIL et al., 1998; HUNTZ & ALVAREZ,
2002; CORSEUIL et al., 2009).

Além disso, segundo Bhupathiaraju et al. (2002) se o poluente encontra-se em solos
abaixo da superficie, as concentracdes de oxigénio normalmente sao menores sem o poluente
e com o poluente serdo menores ainda. Segundo Diel et al. (2007), o rendimento da
degradacdo de um poluente em meio anaerébio é menor do que em condicGes aerobias, pois

nestas condicdes, utilizam outros aceptores de elétrons além do oxigénio.

3.6.2 Umidade e teor de oxigénio no solo

O teor de &gua no solo influencia quanti-qualitativamente a atividade dos micro-
organismos por determinar a atividade das populacdes microbianas e o tipo de metabolismo
(aerdbio e/ou anaerdbio) dominante num determinado local (ALEXANDER, 1999). Segundo
Atlas (1980), para que os hidrocarbonetos sejam degradados é necessaria a presenca de um
transportador de elétrons, que é o oxigénio (CORSEUIL et al. 1998; DIEL et al., 2007), em
condicdes aerobicas. Na auséncia do oxigénio, os ions nitrato (NOs™?), nitrito (NO™), férrico
(Fe®) e sulfato (SO4+2) do solo podem ser reduzidos pelos micro-organismos na respiragio
anaerdbia (CORSEUIL et al., 1998; DIEL et al., 2007).

A biodegradacdo de residuos petroquimicos no solo é realizada, principalmente, por
micro-organismos aerdbios presentes nas camadas superficiais do solo (BHUPATHIRAJU et
al., 2002). Estudos demonstram que a biodegradacdo de hidrocarbonetos na auséncia de
oxigénio, utilizam outros aceptores finais de elétrons, mas em niveis substancialmente mais
baixos em relagdo a biodegradacdo em condicbes aerdbias (CHEN & TAYLOR, 1997,
BHUPATHIRAJU et al., 2002; BOTTON & PARSON, 2007; SIDDIQUE et al., 2007).

Corseuil et al. (1998), estudaram a degradacéo, preferencial do etanol em relacdo aos
compostos BTX, em microcosmos com condi¢des aerobias e anaerdbias, e concluiram que,

em ambas condigdes, o etanol era preferencialmente utilizado, pelos micro-organismos, em
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relacdo aos compostos aromaticos. Este fato pode impedir que a popula¢do microbiana capaz
de degradar os compostos BTX expresse completamente seu potencial catabélico, levando a
um retardo na degradacéo destes hidrocarbonetos (CORSEUIL et al., 2009).

As bactérias aerdbias, principais responsaveis pela degradacdo dos derivados de
petroleo no solo, preferem umidade ideal na faixa de 50-70% da capacidade de campo
(CARDOSO et al., 1992; SABATE et al., 2005; LABUD et al., 2007), que corresponde aos
teores de umidade de 10 a 16,1% (FRIONI, 1990) ou de 12 a 18% (SHEWFELT et al., 2005);
dependendo do tipo de solo. Os solos com baixos teores de umidade reduzem o crescimento e
a sobrevivéncia dos micro-organismos, e consequentemente, a degradacdo do poluente no
solo, isto foi verificado nos experimentos de Shewfelt et al. (2005) para teor de umidade de
9% ou menos.

O teor de umidade de um solo é responsavel pelas modificacGes das trocas gasosas e,
ao mesmo tempo, pelo transporte dos nutrientes utilizados pelos micro-organismos para seu
crescimento. A umidade étima para diferentes atividades metabdlicas varia entre os tipos de
solo, teor de argila, grupos de micro-organismos, vegetacdo, etc. Além disto, o teor de
umidade no solo tem relacdo inversa com a disponibilidade de oxigénio, uma vez que a agua e

0 ar ocupam 0 mesmo espago poroso no solo (ALEXANDER, 1999).

3.6.3 pH do solo

O pH da maioria dos solos no Brasil varia entre 4 e 8,5, onde o0s horizontes superficiais
destes em climas mais Umidos, o solo é &cido, devido as lixiviacdes das bases. Nas regides
mais secas ou semi-aridas sdo geralmente alcalinos. No entanto, estes valores ndo refletem as
condi¢Bes dos diversos microambientes dos solos, devido a dupla camada difusa, ao
metabolismo microbiano e a outras forcas dindmicas. Isto ocorre, pois na camada difusa
podem existir camadas de colOides organicos e argilas que sdo carregadas negativamente, e de
modo geral, tem cations atraidos a esta camada. Entdo, o aumento da concentragéo de cations
(incluindo H™) da dupla camada, torna o pH das superficies carregadas muito menor do que na
solucdo do solo. Também a flutuacdo do pH do solo causada pela atividade metabolica dos

micro-organismos é dependente do tipo de substrato metabolizado. Além disso, outros fatores
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que afetam os organismos, indiretamente sdo influenciados pelo: pH, disponibilidade e a
toxicidade de nutrientes minerais (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Conforme Jacques (2005), o pH do solo afeta diretamente a atividade dos micro-
organismos através dos efeitos dos fons H* na permeabilidade celular e na atividade
enzimética, assim como indiretamente, pela influéncia na disponibilidade de macro e
micronutrientes, e na solubilidade do aluminio e dos metais pesados, que podem ser tdxicos
aos micro-organismos. O pH afeta significativamente as taxas de biodegradacdo, pois
determina o tipo de micro-organismo que participara na degradacdo dos compostos organicos,
além de reduzir a solubilizagdo e a lixiviagdo de metais pesados, fato que pode ocorrer a pH
inferior a 5,0. A biodegradacdo é minima em solo acido e o estimulo da biodegradacdo pode
ser obtido com o aumento do pH a valores proximos a neutralidade ou levemente alcalinos, o
que favorece a atuacdo bacteriana (MIELNICZUK, 1991).

Segundo Cardoso et al. (1992), a acdo do pH sobre os micro-organismos do solo
depende de sua toleréncia a esse fator, como numerosas bactérias que apresentam crescimento
satisfatorio entre valores de pH 6,0 a 9,0. Para fungos os valores variam entre pH 2,0 a 8,0.
Para Moreira & Siqueira (2006), os fungos sdo mais adaptados a valores de pH menores que 5
e bactérias, incluindo actinomicetos e cianobactérias a valores de pH entre 6 e 8.

O pH do solo exerce influéncia na dindmica do poluente no solo, devido a
possibilidade de sorcdo destes poluentes aos coldides organicos e minerais (contaminante
ionizaveis) e na degradacdo bioldgica dos poluentes (MIELNICZUK, 1991). Segundo a
literatura a utilizacdo de pH 6,5 a 7 (MARINS et al, 2002; PRANTERA et al., 2002;
MALINA et al., 2002; KIM et al. 2002; SHEWFELD et al. 2005) ou 7-8 é bem frequente
(SABATE et al., 2005; LABUD et al., 2006), e muito pouco em pH 5 (SPINELLI et al.,
2002). Logo o ideal pH e os nutrientes presentes no solo pode gerar melhores resultados na

biodegradacao dos hidrocarbonetos, principalmente de gasolina e/ou 6leos.

3.6.4 Nutrientes no solo

Um dos fatores que tem sido observado influenciarem significativamente no solo sdo
aplicacbes de nutrientes tais como nitrogénio, fosforo e micronutrientes, pois aceleram a
atividade de micro-organismos nativos que utilizam hidrocarbonetos como Unica fonte de
carbono (PRANTERA et al., 2002; PALA et al., 2002; SABATE et al., 2004; SPINELLI,
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2005; BENTO et al., 2005; SHEWFELT et al., 2005). Segundo Prantera et al. (2002), a maior
limitacdo da biorremediacdo de solos contaminados com hidrocarbonetos, como Unica fonte
de carbono € o0 uso de nutrientes, em particular o nitrogénio. Entretanto, existem estudos com
fonte adicional de carbono como de glicose que podem favorecer a biodegradacdo de
contaminante no meio (KIM et al., 2002; SABATE et al, 2004; LEE et al., 2007; MORALES,
2008).

3.6.4.1 Fonte adicional de carbono - glicose

Para alguns autores, uma fonte adicional de carbono prontamente disponivel como a
glicose pode melhorar a degradacdo de um contaminante hidrofobico como dos
hidrocarbonetos da gasolina ou de 6leos (HESS et al., 1990; ALVAREZ & VOGEL, 1991,
HENDRIKSEN et al., 1992; YADAV & REDDY, 1993; SABATE et al., 2004; LEE et al.,
2007; MORALES, 2008). Conforme dados da literatura as concentragfes de glicose mais
utilizadas em meios (liquidos ou em solo), citadas, foram de: 0,1 % (SHIM et al, 2002); 0,2 %
(KIM et al., 2002; SABATE et al, 2004; MORALES, 2008); e 1% (MIELNICZUK, 1991;
YADAYV & REDDY, 1993).

Nos estudos de Morales (2008) com isolados bacterianos em meio mineral com 1% de
gasolina comercial (22 % de etanol) foram observados percentuais de degradacdo maiores
com glicose. Tanto que o isolado UFRGS 62 em meio mineral com 0,2% de glicose e 1% de
gasolina comercial, no tempo de 72 horas, apresentou reducdo dos compostos (etanol,
benzeno, tolueno, meta-xileno, para-xileno e orto-xileno) em relagdo ao controle de: 51, 50,
48, 36, 30 e 48%, respectivamente.

A presenca de 1% de glicose em meio mineral com hidrocarbonetos BTXE favoreceu
a degradacédo na presenca de cepas de fungos basiodiomicelares (ou Basidiomycete, YADAV
& REDDY, 1993). A concentracdo de glicose em 1%, em geral, ndo apresentou resultados
significativos, principalmente para contaminantes de borras oleosas em diferentes
concentragdes (2,5; 5; e 10%) em solo (MIELNICZUK, 1991). Para Shim et al. (2002), nos
seus experimentos foram utilizadas concentragdes de 0 e 0,1% de glicose com H20> (0,1%),
em meio mineral na presenca de Benzeno ou BTX, e os melhores resultados na degradacéo

destes compostos foi na presenca de 0,1% de glicose em biorreator.
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Morais & Tauk-Tornisielo (2004), utilizaram diferentes concentracgdes (5, 10 e 15%)
de gasolina ou glicose como Unica fonte de carbono para verificar o crescimento de alguns
isolados (A. baumanii, B. cereus e O. anthropi) com a incubacdo a 30°C, por 48 horas. Neste
experimento verificaram que quanto maior a concentracdo da fonte de carbono menor o
crescimento do isolado; exceto para os isolados B. cereus que cresceu em concentracdo de
15% de glicose e A. baumanii que, em 48 horas, mostrou melhor crescimento nas trés

concentracdes de gasolina do que nas de glicose avaliadas.

3.6.4.2 Relages de nutrientes (C:N:P OU C:N)

A aplicacdo de nutrientes no meio contaminado pode gerar elevada taxa de
degradacéo, dependendo do tipo do meio e da concentracdo do contaminante. Os nutrientes
sdo considerados um dos fatores limitantes ao crescimento microbiano. Estes sdo necessarios
para sintetizar componentes celulares, como o nitrogénio para 0s amino&cidos e as enzimas, o
fosforo para o trifosfato de adenosina (ATP) e o &cido desoxirribonucléico (DNA), o enxofre
para algumas proteinas e coenzimas, 0 célcio para estabilizar a parede celular e 0 magnésio
para estabilizar os ribossomos (PRITCHARD & COSTA, 1991, MOREIRA & SIQUEIRA,
2006).

Apbs um derramamento de gasolina no solo, hd um aumento consideravel de matéria
organica poluente, passivel de ser utilizada pelos micro-organismos autdctones. Se esta
concentracdo for suficientemente alta, havera deficiéncia de outos nutrientes (principalmente
N e P) requeridos para esta grande demanda. Nestas circunstancias, a adicdo de fonte de
nitrogénio e ou fosforo ao local se faz necessario para a manutencgdo da atividade metabdlica
dos micro-organismos (CUNHA et al., 1996; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006)

A utilizagéo de fosfato no solo, no entanto, deve ser bem dimensionada, uma vez que
pode acarretar sérios problemas, reduzindo a eficiéncia do processo de biodegradacdo. Na
presenca de sais de célco, ferro e manginésio, abundantes em solos, pode haver formacao de
sais de fosfato, insollveis em 4agua, e acarretar bloqueio dos poros, reduzindo a
permeabilidade do solo e a disponibilidade no meio. Para promover a quantidade suficiente de

nutrientes inorganicos como nitrogénio e fosforo, deve-se levar em conta a interagdo de
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muitos ions com os componentes encontrados na camada subterranea do solo, promovendo
assim, um transporte adequado (CUNHA et al., 1996; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006)

Segundo varios autores, as relacdes de C:N:P mais utilizadas foram de: 100:10:1 ou
10: 1:0,1 (MOHNAM et al., 2000; PALA et al., 2002; SABATE et al., 2004, SPINELLI,
2005; BENTO et al., 2005). Porém muitos destes autores com estas relagdes de nutrientes nao
obtiveram os melhores percentuais de degradacdo dos poluentes, mesmo em conjunto com
outros processos como a bioventilagdo (PALA et al., 2002; SABATE et al., 2004). Estes
autores, também usaram fonte adicional de carbono com 0,2% de glicose (SABATE et al.,
2004) sem a adicdo de outros nutrientes com o pH do solo corrigido para 7 (PALA et al.,
2002) e obtiveram melhores resultados de degradacéo.

Para Prantera et al. (2002), a relacdo de C:N de 10:1 pode ser adequada para solos
contaminados com gasolina com processos de bioventilagdo. Segundo Shewfelt et al. (2005),
as relacdes avaliadas de carbono e nitrogénio (C:N) tem sido identificadas como parametros
criticos que afetam as taxas de degradacdo segundo a literatura. Nos experimentos que
utilizaram adicdo de nitrogénio com diferentes relacbes de C:N (20:1; 10:1; 5:1) e duas
formas de nitrogénio (amdnia com e sem nitrato) em trés diferentes teores de umidade com o
precesso de bioventilagdo, apresentaram melhores resultados na degradacdo da gasolina,
somente com a relagdo de C:N de 10:1, com a forma amoniacal do nitrogénio e teor de
umidade entre 18 a 12 %.

Conforme Jacques (2003), as relacbes C:N ou C:N:P podem ocorrer de formas
distintas em cada &rea contaminada com o0 mesmo contaminate, COmo ocorreu com 0s autores
ZHOU & CRAWFOR (1995). Segundos estes autores (Zhou & Crawf, 1995), as maiores
degradacdes da gasolina no solo foram observadas com as relagdes C:N variando de 18:1 a
50:1. Entretanto, estes autores, no seu trabalho, utilizaram a relacdo C:N de 18:1 e
verfificaram inibicdo da degradacdo da gasolina. Atagana et al. (2003), observaram, durante
seis meses, que as degradacdes dos hidrocarbonetos com as relagdes C:N de 25:1, 20:1, 15:1,
10:1 e 5:1 e C:N:P de 10:1:2 foram prdximas em média de 55%, sendo que a relacdo 25:1 foi
a que proporcionou maior degradacdo e a relagdo 5:1 a que gerou menor, com valores de 68,7
e 33,0%, respectivamente. (JACQUES, 2005)

As formas de nitrogénio adicionadas na degradacao de hidrocarbonetos tém afetado as
taxas de degradacdo segundo a literatura (SHEWFELT et al., 2005). O nitrogénio tem sido
utilizado de varias formas, incluindo a uréia (MIELLICK, 1991), cloreto de aménio
(MOHNAM et al., 2000; SHEWFELT et al., 2005), nitrato de aménio (Cunha et al., 1996,
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1997, 2000; PALA et al., 2002; SABATE et al., 2004; SPINELLI, 2005; SHEWFELT et al.,
2005), sulfato de amdnio (BENTO et al., 2005) e outros sais de amdnio.

A taxa de degradacdo foi relativamente baixa com o uso de nitrato ou na forma
combinada com aménio, devido provalmente a baixa eficiéncia microbiana em metabolizar o
nitrato (SHEWFELT et al., 2005), ou seja, o nitrato pode ter inibido a microbiota e assim
causado tal reducdo na degradacdo. Isso pode ocorrer porque o ion nitrato necessita
primeiramente ser reduzido para o ion aménio e depois ser prontamente disponivel a
microbiota do meio que requerer menor energia para assimila-lo (CUNHA et al.,1996; JONIO
et al, 2000; SHEWFELT et al.,, 2005; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Este fato foi
verificado pelos autores Shewfelt et al. (2005), que utilizaram o reagente amonio como Unica
fonte de nitrogénio aplicada na relacdo de C:N 10:1 e obtiveram melhor degradacdo da
gasolina no solo nas condigdes estudadas.

Os nutrientes sdo considerados um dos fatores limitantes ao crescimento microbiano.
Estes sdo necessarios para sintetizar componentes celulares, como o nitrogénio para 0s
aminoacidos e as enzimas, e o fésforo para o trifosfato de adenosina (ATP) e o acido
desoxirribonucléico (DNA), o enxofre para algumas proteinas e coenzimas, o célcio para
estabilizar a parede celular e 0 magnésio para estabilizar os ribossomos (PRITCHARD &
COSTA, 1991, MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

O solo é o maior reservatério dos nutrientes essenciais aos organismos, importantes
componentes do protoplasma de todos 0s organismos vivos. Existe uma estimativa de que
cada célula procaridtica possua cerca de 25 milhdes de macrocromoléculas de 2.500 tipos
diferentes, que podem ser agrupadas em proteinas, polissacarideos, lipideos, DNA e acido
ribonucléico (RNA). A deficiéncia de nutriente no solo ou meio podem afetar os micro-
organismos nos seguintes processos: 1- sintese de enzimas; 2- estabilizacdo da parece celular;
3- divisdo celular; 4-mobilidade; e intera¢bes simbioticas (ou co-metabolismo), entre outros
(Moreira & Siqueira, 2006). Micro-organismos requerem principalmente nitrogénio e fosforo
para incremento de biomassa, assim, a disponibilidade desses nutrientes na area contaminada
é um fator critico para a biodegradacdo (PRITCHARD & COSTA, 1991; MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006).
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3.6.5 Microbiota do meio

Os micro-organismos sdo 0s principais agentes responsaveis pela ciclagem de varios
elementos tais como o carbono, nitrogénio, fésforo, enxofre e outros na natureza. Em muitos
ecossistemas existe uma comunidade autoctona (nativa) de micro-organismos capazes de
degradar hidrocarbonetos de uma forma geral (hidrocarbonoclasticos). A competéncia
enzimatica em degradar hidrocarbonetos ndo é restrita a apenas alguns géneros de micro-
organismos, pois, Varios grupos de bactérias, fungos e actinomicetos tém mostrado possuir
essa capacidade. (KATAOKA, 2001)

3.6.5.1 Degradacéo

Os micro-organismos degradam compostos organicos, para fornecer carbono e energia
para o crescimento, e reproducdo das células microbianas. A biodegradacdo de compostos
organicos ocorre em ambas as condi¢cfes anaerdbias e/ou aerdbias dependendo das estruturas
quimicas das moléculas e das condi¢cdes do ambiente (CARDOSO et al., 1992; CALABRESE
& KOSTECKI, 1992; MAIER et al., 2000, NYER, 2000; TIBURTIUS et al., 2004). A
biodegradagdo completa ou mineralizacdo, em condicOes aerdbias, envolve oxidagdo de
compostos originais de modo a formar diéxido de carbono e agua (CALABRESE &
KOSTECKI, 1992; MAIER et al., 2000; NYER, 2000; MIRANTE, 2000; MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006).

Moreira & Siqueira (2006), postularam trés caracteristicas essenciais para a utilizacao
de hidrocarbonetos pelos micro-organismos em condicOes aerobias:- um sistema eficiente de
sorcdo de hidrocarbonetos com sitios especiais de ligacdo e/ou produgdo de substancias
emulsificantes para o transporte do hidrocarboneto ao interior da célula; - enzimas oxigenases
especificas; - especificidade induzida — resposta positiva do organismo ao hidrocarboneto. A
degradacéo aerdbica dos hidrocarbonetos aroméaticos BTX pode ocorrer de diversas formas;
como pelo oxigénio. Com a presenca do oxigénio ocorre a oxidacdo direta do anel aromético
por uma mono-oxigenase, que adiciona uma molécula de oxigénio ao anel aromatico ou uma

dioxigenase, que adiciona duas moléculas de oxigénio, a esta etapa da degradacdo chama-se
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ataque inicial (GIBSON & PARALES, 2000). As bactérias que, na presenca de oxigénio,
degradam hidrocarbonetos aromaticos, utilizam enzimas dioxigenases para ativar e clivar o
anel, estando envolvidas na degradacdo de BTEX (MESEARCH et al.,, 2000). As
dioxigenases atuam no processo de biodegradacdo dos compostos BTEX e compdem um
sistema enzimético multicomponente possuindo uma faixa ampla de especificidade pelo
substrato. Além disso, convertem os hidrocarbonetos aromaticos aos correspondentes arenos
cis-diol (GIBSON & PARALES, 2000) ou intermediarios do catecol (JUNCA & PIEPER,
2004), que sdo tipicamente quebrados por uma ortho- ou meta-dioxigenase. Entretanto, os
mais frequentes na literatura s8o as meta-dioxigenases ou catecol 2,3-dioxigenases,
(MESARCH et al., 2000; JUNCA & PIEPER, 2004; HENDRICKX et al., 2006) (Figura 3.4).
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Figura 3. 4 Apresentacao esquematica de algumas reacGes enzimaticas possiveis, durante a
degradacéo dos hidrocarbonetos BTEX (modificado de HENDRICKX et al., 2006).

Os micro-organismos desenvolvem varias formas naturais de degradar compostos
orgénicos hidrofobicos, como pela excrecdo de biossurfactantes no meio aumentam a
biodisponibilidade de hidrocarbonetos a serem degradados. A biodegradagdo de um composto
ocorrera somente se enzimas microbianas estiverem presentes, obedecendo a primeira etapa
da degradacdo que envolve a producdo e captacdo do substrato pela célula, que depende da
solubilidade do composto organico e da via metabolica necessaria para degradacdo deste
substrato (BENTO et al., 2008).
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Para isto foram propostas duas formas possiveis de producdo de biossurfactantes e de
bioemulsificantes para capacitar as células microbianas como: a) produgdo extracelular e
captacdo pelo contato direto com microgoticulas dispesas na fase aquosa; b) producdo
associada a parede celular e captacdo pelo contato direto das células ao composto organico,
através de modificagdes celulares, como hidrofobicidade celular (facilitando a penetracdo do
hidrocarboneto no espaco peristaltico) ou fimbrias (pseudosolubiliza¢do). Assim, os micro-
organismos podem elevar a taxa de captacdo e de biodegradacdo com a presenca de
biossurfactantes ou emulsificantes (MAIER, 2003; BENTO et al., 2008).

3.6.5.2 Biossurfactantes e bioemulsificantes

Biossurfactantes sdo moléculas que apresentam uma porcdo hidrofébica e outra
hidrofilica, e tendem a favorecer a biodisponibilidade do poluente a microbiota do meio. Estas
moléculas reduzem a tensao superficial e interfacial do meio de crescimento, e sdo excretadas
ou permanecem fixas ao envoltério celular do micro-organismo. Estes aumentam a
solubilidade, e a disponibilidade dos hidrocarbonetos no ambiente (CAMEOTRA &
BOLLAG, 2003). Quando se adiciona um surfactante se obtém uma mistura estavel ou uma
emulsdo de dois liquidos imisciveis como 6leo e agua. A estabilidade da emulsdo é garantida
pela formacdo de filmes na superficie das goticulas de 6leo na fase aquosa, que tendem a se
manter por longos periodos, refletindo a efetividade do emulsificante (MAIER, 2003).

Biossurfactantes e bioemulsificantes sdo sintetizados por bactérias, leveduras e fungos
filamentosos durante o crescimento em diferentes fontes de carbono, e geram moléculas que
reduzem a tensdo superficial (ou interfacial) ou agem como agentes emulsificantes, ou
apresentam ambas as propriedades (BENTO et al., 2008). Geralmente a producdo de
biossurfactantes e bioemulsificantes estd associada ao crescimento celular em meios de
cultura ou em meios minimos (mineral) com fonte de carbono (soltvel ou insolivel) na fase
estacionaria, sendo considerados como metabdlitos secundarios (TAHZIBI et al., 2004,
BENTO et al., 2008).

Os biossurfactantes podem ser surfactantes de baixo peso molecular (glicolipidios,
acidos graxos e fosfolipidios) e de alto peso molecular (polimeros). Os surfactantes de baixo

peso molecular apresentam a propriedade de diminuir a tensdo superficial, quando presentes
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em meio aquoso. Os surfactantes de alto peso molecular, chamados de bioemulsificantes, sao
responsaveis pela formacéo e estabilidade da emulsdo, porém ndo causam necessariamente a
reducdo da tensdo superficial, pois podem nédo apresentar a composicdo anfipatica (hidrofilica
e hidrofobica, BENTO et al., 2008) Os biossurfactantes poliméricos tem capacidade de
emulsificar o meio e sdo produzidos por varias bactérias e leveduras, mas a reducao da tensdo
superficial do meio é considerada baixa, em torno de 52 mN m*(BODOUR & MAIER,
2003).

A reducdo da tensdo superficial ocorre devido as caracteristicas dos biossurfactantes
que transferem as moléculas do interior de um liquido para interface liquido /gés, que
realizam menores interacGes intermoleculares do que do interior do liquido (MAIER, 2003;
MULLIGAN, 2005). A tensdo superficial é a forca que atua na superficie dos liquidos
(Bodour & Maier, 2003) e pode ser quantificada, através da medida da forca exigida para
mover um anel de platina (método Du Nouy) ou a utilizacdo do método Wilhelmy que esta
sobre um liquido através do ar. Este método € amplamente utilizado devido a sua
reprodutibilidade (MAIER, 2003; BODOUR & MAIER, 2003; CUNHA et al., 2004; BENTO
et al., 2008). No entanto, algumas substancias do meio de cultura, podem reduzir a tensdo
superficial na auséncia de um surfactante como: peptona, solventes, metanol e etanol
(MILLER & ZHANG, 1997). Por isso, é importante durante as analises de cada amostra
realizar a também a do branco.

Quando os biossurfactantes sdo ou estdo presentes no solo aumentam a solubilidade e
liberam os contaminantes sorvidos nos minerais e na matéria organica. O aumento da
biodisponibilidade dos compostos aos micro-organismos pode resultar em maior
biodegradacdo (OCHOA-LOZA et al., 2007). Esta técnica pode ser utilizada, tanto, em
biorremediacgdes in situ, como em processos de lavagem de solo, onde, a agua da lavagem
recuperada, passa por um processo subsequente de degradacdo (SINGH et al., 2007).
Confome Al-Tahhan et al. (2000), o biossurfactante aumentou a interacdo entre célula e
hidrocarboneto, devido a perda da camada lipolissacaridica (LPS), principal constituinte da
parede celular de bactérias Gram negativas.

Nos estudos de Rahman et al. (2007), foi observado aumento da degradacdo de
hidrocarbonetos do petréleo, estimulado pelo biossurfactante ramnolipidico em microcosmos,
contendo meio liquido e solo. Foi observado que, a adicdo do surfactante aumentou a
degradacdo dos hidrocarbonetos e que o tratamento com adi¢cdo de nutrientes e com 0
surfactante obteve melhores resultados. Os ramnolipideos estdo entre os mais efetivos

biossurfactantes utilizados na remocéo de compostos hidrofobicos de areas contaminadas,
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pois possuem Otima capacidade de reducdo da tensdo superficial (25 a 30 mN m?) e alta
capacidade de emulsificacdo (50 a 80%) (GUERRA-SANTQOS,1984), baixa concentragédo
micelar critica (5 a 65 mg L) e alta afinidade por moléculas organicas hidrofébicas.

Os ramnolipideos sdo produzidos por P. aeruginosa durante o crescimento em varias
fontes de carbono e podem ser analisados principalmente por método semi-quantitativo
(SIEGMUND & WAGNER, 1991; PINZON & JU, 2009 a e b). Este método prop6e o uso de
placas contendo azul de metileno e brometo de cetil trimetilamina com Agar e adi¢do inoculo.
E, o inoculo adicionado a placa quando forma halo azul produz biossurfactantes do tipo
ramnolipideos e a &rea do halo formado pode estar relacionada com a quantidade de
biossurfactantes formados (SIEGMUND & WAGNER, 1991; PINZON & JU, 2009 a e b).

3.7 AVALIACAO DA BIODEGRADACAO

Para a avaliacdo da degradacdo séo propostas metodologias que estimem o numero de
micro-organismos (heterotroficos totais e degradadores) e que consomem varios substratos
especificos, monitorados pela respiracdo microbiana (consumo de oxigénio e/ou producdo de
diéxido de carbono) e de degradacdo do substrato (desaparecimento de poluentes
individualmente e/ou na totalidade) (BALBA et al., 1998; OH et al., 2000; KATAOKA,
2001).

Uma alta estimativa de populacdo de micro-organismos heterotréficos totais nédo
apresenta necessariamente correlacdo direta com a biodegradacdo (Kataoka, 2001). A
quantificacdo da microbiota do solo ou do meio liquido contaminado com hidrocarbonetos
geralmente é avaliada pela estimativa direta e indireta de bactérias heterotréficas pela unidade
formadora de colénias (UFC, SHIM et al., 2002; SABATE et al., 2004; SHEWFELT et al.,
2005; ASPRAY et al., 2007, CUNHA et al., 2007), e pela estimativa de nimero mais
provavel (NMP) de heterotroficos totais e de degradadores, (SABATE et al., 2004; BENTO et
al., 2005; SHEWFELT et al., 2005).

Os métodos respirométricos avaliam a intensidade da atividade microbiana do solo
com e sem contaminante, pela respiragdo microbiana atraves da producdo de dioxido de
carbono e/ou pelo consumo de oxigénio, mas principalmente pela liberagdo de COo,
(SABATE et al., 2004; SPINELLI, 2005; BENTO et al., 2005; SHEWFELT et al., 2005).
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Esses métodos sdo utilizados como um primeiro teste para se avaliar a pronta ou inerente
biodegradabilidade de poluentes em solo ou &gua (SHEWFELT et al., 2005; ASPRAY et al.,
2007), conduzidos sob condigdes 6timas com respeito a umidade, temperatura, nutrientes,
aeracdo (se o teste for aerobio) e até a inoculacdo microbiana. Além disso, quando se obtém
uma conversdo de carbono do contaminante em torno de 30 % (CETESB, 1990) ou de 50 a
60% (ATLAS, 1993) de liberacdo de CO. num periodo de tempo especifico, pode indicar que,
sob condicdes apropriadas, os poluentes serdo biodegradados pelos micro-organismos.

A extensdo e a proporc¢do de degradacdo sdo comumente avaliadas por determinacdes
de evolucdo de carbono e didxido de carbono (C-CO2), e pelo consumo de Oz ou pelo
desaparecimento do substrato teste. Para a avaliacdo de um substrato volétil, a cromatografia
gasosa (CG) com detector de ionizacdo de chama (FID; CUNHA et al. 2004 e 2007; SHIM et
al., 2002, PRENAFETA-BOLDU et al., 2004 SABATE et al., 2004) é bastante utilizada. A
cromatografia gasosa € uma técnica muito usada para quantificar misturas de compostos
organicos (CUNHA et al. 2004 e 2007; PRENAFETA-BOLDU et al., 2004; SKOOG et al.,
2006; SILVA et al., 2009), como de gasolina e de outros combustiveis (SILVa et al., 2009),
onde os hidrocarbonetos podem ser separados e identificados, (MARCHAL, et al., 2003;
SKOOG et al.,, 2006;). O detector de ionizacdo de chama (DIC ou FID em inglés,
MARCHAL, et al., 2003; SKOOG et al., 2006; SILVA et al., 2009) é utilizado geralmente
para analise de compostos organicos volateis. Estes podem ser extraidos do solo ou do meio
liquido pela técnica de headspace (CORSEUIL et al., 2004; PRENAFETA-BOLDU et al.,
2004), de purg trap (PRINCE & SUFLITA, 2007) ou em Shaker com amostra e metanol
(CUNHA et al., 2007).

A medida mais direta da eficiéncia da biodegradacdo ¢ o monitoramento da taxa de
consumo dos poluentes. Para caracterizacdo dos componentes individuais de uma classe
especifica de hidrocarbonetos pode-se utilizar a cromatografia liquida de alta precisdo
(CLAE) ou a cromatografia gasosa (CG) acoplada a um espectrometro de massa (CG-MS;
SKOOG et al., 2006).
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4 DESCRICAO E ESQUEMA GERAL DO PLANEJAMENTO DOS
ESTUDOS

A parte experimental foi realizada em trés estudos conforme se apresenta
resumidamente na figura 4.1. Para a realizacdo destes estudos todos os solos e o0s
combustiveis utilizados foram gentilmente cedidos pela Companhia Petroquimica do Sul
(COPESUL, atual BRASKEM). Estes materiais (combustiveis e solos) foram deslocados com
veiculos do Instituto de Pesquisas Hidraulica (IPH), para o Laboratério de Biorremediacao de
Solos, do Departamento de Solos, da UFRGS, em sacos dentro de caixas de isopor, com gelo,
que apos a chegada foram armazenados sob refrigeracéo a 4°C.

As andlises dos combustiveis foram fornecidas pela BRASKEM. As analises de solo
in natura foram analisadas pelo Laboratério de Andlises de Solo da Faculdade de Agronomia,
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Todos o0s experimentos e analises
da parte experimental foram realizados em triplicatas. No Laboratério de Biorremediagdo do
Departamento dos Solos, da UFRGS foram realizadas as analises bioldgicas, respirométricas e
de deteccdo de biossurfactantes. As analises quimica, referentes a cromatografia gasosa, das
amostras de solo e de meio mineral com e sem combustivel pelos processos de
biorremediagdo, foram realizadas no laboratério de Quimica Analitica Ambiental, do Instituto
de Quimica, da UFRGS.

As analises bioldgicas foram realizadas com a esterilizacdo, quando necessaria, do
material, das solucbes, dos meios e do combustivel utilizado nos ensaios. A gasolina
comercial, utilizada no meio liquido, foi esterilizada por filtracdo, utilizando membranas com
porosidade de 0,22 pum, e apds foi armazenada em frasco esterilizado, fechado
hermeticamente, com o objetivo de evitar ao maximo a perda de alguns compostos por
volatilizagdo. Para evitar a foto-oxidacdo, os frascos foram cobertos por papel aluminio e
acondicionados a temperatura de 4°C.

O sistema fechado foi utilizado em todos os estudos visando verificar a degradacdo do
combustivel pela atividade microbiana do solo, através da liberagdo do CO: (teste
respirométrico) e dos compostos volateis dos combustiveis (por cromatografia gasosa) em
meio liquido, ou no solo, em laboratorio. O sistema fechado com e sem solo constituisse de

um frasco de vidro de 1,5 L contendo amostra de cada tratamento, que foi fechado
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hermeticamente. Os tratamentos utilizados no teste respirométrico foram de processos de
biorremediacéo (solo com 5% de combustivel com e sem adicao de aceleradores do processo),
testemunho (solo com ou sem aceleradores do processo, sem combustivel) e branco (frasco

vazio para quantificar somente a liberacdo de CO2 do meio).

O sistema fechado com meio liquido consistia de frasco de vidro de 50 mL para
andlises bioldgicas e de vidro de 20 mL de headspace para analises quimicas. Cada frasco
continha 10 mL meio mineral M1, com 1% de gasolina, com indculo ou sem indculo
(controle). Estes foram hermeticamente fechados, onde apds o periodo de amostragem e de
andlise cada amostra foi descartada devido a volatilizacdo da mesma. O sistema aberto foi
estruturado em tubos de PVC, de didmetro de 5 cm e altura de 100 cm. Nestes foram
adicionadas as amostras de cada tratamento, e monitoradas em trés profundidades diferentes
(1, 50 e 100 cm), conforme periodo de amostragem. Os tratamentos utilizados foram:
processos de biorremediacdo por atenuagédo natural e por bioestimulagéo (solo in natura com
5% de combustivel com e sem adicdo de 1% de glicose, respectivamente); testemunho (solo
com ou sem 1% de glicose, sem combustivel). Estes sistemas abertos foram monitorados no
meio sujeito, aos varios fatores como diferentes profundidades do solo (1, 50 e 100 cm), e
ambientais (no verdo com temperaturas médias de 35 a 40°C e, no outono com temperaturas
médias de 25 a 30°C). Pelas analises bioldgicas (dos degradadores com NMP e de
heterotréficos com NMP e UFC), quimicas (por cromatografia gasosa; pela reducdo dos
compostos volateis como etanol, BTX, C9+ e TPH correspondente a cada combustivel

avaliado no solo), teor de umidade e de pH.
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Figura 4. 1 Fluxograma geral dos trés estudos realizados.
OBS: IE24= indice de emulsificacdo avaliado depois de 24 horas;

NMP = NUmero Mais Provével..
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Biodegradacdo da gasolina comercial (adicdo de 24% de alcool) em meio
liquido por isolados bacterianos (sozinhos ou na forma de consorcio)

obtidos do solo landfarming

RESUMO

A gasolina comercial no Brasil contém etanol, o qual aumenta a solubilidade do
benzeno, tolueno e xilenos (BTX), em aguas, além de poder ser preferencialmente degradado
por micro-organismos em relacdo aos hidrocarbonetos da gasolina comercial. Os micro-
organismos podem utilizar os derivados do petréleo como fonte de carbono e, de energia para
seu crescimento.

Na fracdo da gasolina considerada hidrofobica, os micro-organismos podem coexistir na
mesma e no ambiente e produzir biossurfactantes, que facilitam a degradacdo e a remediacéo
da gasolina em solos e 4&guas contaminadas. Os micro-organismos geradores de
biossurfactantes podem ser utilizados como aditivos em solos e &guas contaminadas,
facilitando a sua biodegradacéo.

Este trabalho teve como objetivo o isolamento de micro-organismos de solo de
landfarming com histérico de contaminacdo de 21 anos com residuo petroquimico. Foi
avaliado o comportamento dos isolados em meio mineral com 1% de gasolina comercial (24%
de etanol). Os parametros utilizados para avaliar os micro-organismos obtidos, e selecionar 0s
de maior potencial de degradacdo foram: o crescimento microbiano, a geracdo de
biossurfactantes e a reducdo dos compostos da gasolina comercial. A partir dos micro-
organismos que apresentaram melhores resultados de biodegradacdo formou-se consércios
constituidos de 4 distintos micro-organismos.

Constatou-se que houve crescimento microbiano na presenga da gasolina comercial, e na
maioria dos isolados houve, em parte, a degradagdo dos compostos da mesma, bem como a
producdo de biossurfactantes. O etanol foi degradado parcialmente pelos isolados obtidos,
porém os dados ndo nos permitem afirmar que o mesmo foi preferentemente degradado em

relacdo aos hidrocarbonetos. Os consorcios analisados apresentaram eficiéncia de 95 a 98%
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na degradacdo da maioria dos compostos da gasolina comercial, no tempo selecionado, de 72

horas.

5.1 MATERIAL E METODOS

5.1.1 Solo do landfarming

O solo utilizado nos experimentos foi classificado como Argissolo vermelho distrofico
(EMBRAPA, 1999), proveniente de um sistema de tratamento de residuos petroquimicos,
landfarming, fornecido pela Companhia Petroquimica do Sul (COPESUL, Brasil, RS), atual
BRASKEM. O landfarming utilizado continha 12 células de 3.000 m?, cada uma, que foram
construidas em 1989, para disposicdo de diferentes taxas de borras oleosas da industria
petroquimica, contendo uma complexa mistura de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos.
Duas células de diferentes areas foram escolhidas para este trabalho, como da: area 4 por ter
recebido a borra 7 dias antes da coleta e a area 1, por ter recebido a borra 30 dias antes da
coleta. As amostras de solo das areas 1 e 4 foram coletadas, aleatoriamente de 5 pontos de
amostragem, em profundidades de 0-30 cm em cada area. Estas amostras foram transportadas

para o laborat6rio em condic¢Bes adequadas e com temperatura de 4°C.

5.1.2 Meios liquidos (ou mineral) utilizados para o crescimento dos micro-organismos

Os meio liquidos utilizados foram M1 (RICHARD & VOGEL, 1999), na maioria dos
experimentos, e BH (Bushnell-Haas) com indicador redox TTC (cloreto de trifeniltetrazélio)
no teste colorimétrico, para avaliar a degradacdo preliminar da gasolina com isolados. Além
destes, foi usado o caldo nutritivo para acelerar o crescimento dos isolados estocados, em
meio Agar nutritivo.

O meio M1 (Richard & Vogel, 1999), usa em sua composi¢do macro nutrientes e sub-
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nutrientes em agua. A quantidade e os reagentes que compuseram 0s macros nutrientes foram
de (g.L™%): 0,7 KCI, 2,0 KH2POs4, 3,0 NazHPO4, 1,0 NH4 NO3 ;em é&gua deionizada. Para obter
a completa composi¢do do meio M1, foi adicionado 1 mL L de solucdo de sub-nutrientes
com a seguinte composicdo de (g.L1): 4,0 MgSOs, 0,2 FeSO4, 0,2 MnCly, 0,2 CaCl, g.L%;
em agua deionizada.

O meio BH (Bushnell-Haas, 1941), consiste de (g L™?): MgSQOa, 0,2, CaCl,, 0,02,
KH2POy4, 1,0, K2HPOg4, 1,0, NHsNO3, 1,0, FeCls, 0,05. O caldo nutritivo foi composto de: 3 g
de extrato de carne e 5 g de peptona diluidos em 1 L de agua deionizada. O meio Agar
nutritivo consiste de (g L™): 3,0 de extrato de carne, 5,0 de peptona, 15 de Agar; em éagua
deionizada. Apos, adicdo dos reagentes, a solugdo foi avolumada em 1L e o pH ajustado para

7. Os meios minerais foram esterilizados em autoclave a 120° C, por 20 min.

5.1.3 Gasolina comercial

A gasolina comercial com 24% de etanol foi cedida pela Cia Petroquimica do Sul
(COPESUL, hoje BRASKEM). A mesma foi transportada e estocada em frascos de vidro cor
ambar hermeticamente fechados e acondicionada em ambiente com temperatura de 4 °C. A
gasolina comercial utilizada no solo do landfarming ndo foi esterilizada e a adicionada ao
meio mineral sim. A gasolina comercial esterilizada foi submetida a sistema de filtracdo a
vacuo com membrana (0,22 um) para retirar 0s micro-organismos existentes. A gasolina
comercial estéril foi armazenada em frasco de vidro, hermeticamente fechado coberto com

papel aluminio para evitar a fotoxidacdo e acondicionada a temperatura de 4 C°.

5.1.4. Selecéo da area para isolamento dos micro-organismos

Para a selecdo da &rea com micro-organismos de maior potencial na degradagdo dos
compostos (etanol, BTX, C9+ e TPH) da gasolina comercial, foram realizados os seguintes
tratamentos (conforme metodologia de Jacques, 2005): a- branco (frasco de 1,5 L vedado,

sem solo nem gasolina comercial de modo a medir o CO> presente no meio); b- testemunho
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da éarea 1 (frasco de 1,5 L vedado, com 200g de solo da &rea 1); c- testemunho da éarea 2
(frasco de 1,5 L vedado, com 200g de solo da area 2); d- atenuacdo natural da area 1 (frasco
de 1,5 L vedado, com 200g de solo da area 1 e 5 % de gasolina comercial); e- atenuacdo
natural da area 4 (frasco de 1,5 L vedado, com 200g de solo da area 4 e 5 % de gasolina
comercial). Em todos os frascos foram adicionados béqueres de 50 mL, com 20 mL de NaOH
0,4 M, para sor¢do do CO: e posterior anélise respirométrica, os quais foram substituidos por
novos frascos com NaOH apds cada periodo de amostragem. Os tratamentos foram incubados
a temperatura ambiente e as andlises respirométrica e cromatografica foram realizadas nos
periodos de 0, 10, 20 e 30 dias.

5.1.5. Analise respirométrica

A analise respirométrica foi feita para medir a concentracdo de dioxido carbono (CO2)
das amostras de solo dos tratamentos e do ambiente detectado no branco (frasco sem solo),
liberado durante o periodo de ensaio, em sistema fechado. Esta analise se baseia na
determinacdo do CO: liberado pela acdo dos micro-organismos sobre a matéria organica
existente no solo (Stotsky, 1965). O CO- liberado durante o ensaio foi sorvido em solucéo de
hidroxido de sodio (NaOH). Esse CO foi sorvido pela solucdo de hidroxido de sédio (NaOH,
0,4 mol L) de 20 mL contida no béquer de 50 mL que estava dentro do frasco de vidro de
amostragem, em sistema fechado. A cada coleta de amostra e determinagdo de CO., os frascos
de amostragem foram abertos para reirada dos béqueres que continham o CO>, sorvido pelo
NaOH. Apo0s esta etapa, novos béqueres foram colocados dentro dos frascos de amostragem
que foram fechados imediatamente.

Aos béqueres retirados dos frascos de amostragem foi adicionado 1 mL de cloreto de
bario (BaClz, 1 mol L) em cada béquer para cessar a sor¢io de CO, do ambiente. Depois da
adicdo de BaCl> procedeu-se a titulacdo da seguinte maneira: adicionou-se duas gotas de
indicador fenoftaleina a solugdo contida no béquer, e esta solugcdo contida no béquer foi
transferida para um erlenmeyer de 100 mL que ficou sob agitacdo magnética durante a adicdo
de &cido cloridrico (HCI, 0,4 mol.L™), contido em bureta de 50 mL. O término da titulagio foi
visualizado pela mudanca da coloragdo rosa, fenoftaleina em meio bésico, para incolor,
fenoftaleina em meio &cido. A quantidade de CO> foi expressa em miligramas por kg de solo,

segundo a equacdo 1 (Stotsky, 1965), mostrada a seguir.
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Mo,
(€= €0)= (B —V) X Cyg x — = xF

1)

onde:
(C— CO2) = massa do CO,, em mg kg de solo.
B = volume de &cido cloridrico, em mL, gasto para titular o branco.
V = volume de acido cloridrico, em mL, gasto para titular a amostra.

C, = concentracdo do acido cloridrico em mol.L ™.

M, = massa molar do CO2 em g mol™ dividida por 2, corresponde ao equivalente-

grama do CO:..
F = 10, fator de conversdo de massa, de mg/ 100mg do solo para mg kg™ do solo.

5.1.6 Isolamento do micro-organismos do solo

Em frasco de vidro de 50 mL, com 9 mL de meio M1, foi adicionado um grama de
solo da melhor érea obtida no item 5.1.4 e 1% v v de gasolina comercial estéril (como Unica
fonte de carbono e energia). Os frascos foram hermeticamente fechados, com tampas de
borracha cobertos com fitas de teflon que foram lacradas com septos de aluminio. E, esses
frascos foram incubados por 7 dias, em Shaker com 150 rpm, a 30°C. A cada 7 dias, uma
aliquota de um mL de solucdo foi transferida para outro frasco contendo 9 mL de meio
contendo 1% v v de gasolina comercial estéril. Apds, 0 mesmo foi lacrado e incubado nas
mesmas condig¢des anteriores. Depois de trés transferéncias, 21 dias, as culturas foram
diluidas em solucéo salina (NaOH 0,85%), e inoculadas em meio Agar nutritivo incubadas
por 24 horas, a 30°C, para caracterizagdo da morfologia colonial e celular. As coldnias
formadas apresentaram diferentes morfologias e coloragdes, as quais foram purificadas por
repiques, passando de um meio Agar nutritivo para outro. Os 17 isolados bacterianos obtidos

foram estocados em meio Agar nutritivo em tubos inclinados, a 4°C.
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5.1.7 Obtencéo do inéculo

As células de cada isolado, estoque obtidas no item 5.1.6, foram inoculadas em caldo
nutritivo, e incubadas a 30°C em 150 rpm, por 24 horas. Apds este periodo, os isolados em
caldo nutritivo foram centrifugados (10.000 rpm, 10 min, a 15°C) e lavados com agua
deionizada estéril, por trés vezes, onde cada sobrenadante foi descartado e o inoculo de cada
isolado foi adicionado ao meio mineral. O inoculo de cada isolado em meio mineral obteve
uma densidade dtica (D.O), em absorbancia (A), que foi medida em espectrofotbmetro
(Spectrumlab, 22PC, Brasil), em 600 nm. O in6culo padréo de cada isolado com absorbancia
determinada foi obtido em funcdo do volume de inoculo diluido em certo volume de meio
mineral (M1 ou BH) e apresentou um nimero de células (ou unidade formadora de coldnias,
UFC) mL™. Este nimero de células de cada indculo padréo foi obtido por diluicdes decimais,
que foram inoculadas em meio de cultura em placa de Petri e incubadas a 30°C, em 24 horas.
Apbs, 24 horas foi realizada a contagem de UFC da amostra de cada isolado no respectivo

periodo de amostragem.

5.1.8 Preparacdo do indculo padréao

A preparacdo dos inoculos foi diferente para os isolados e para 0s consorcios. Para 0
indculo padrdo de cada isolado, no tempo zero, foi utilizado 0,02 mL de um isolado diluido
em 9,98 ml de meio mineral, para obter densidade 6tica de 0,07 de absorbancia (A), com
correspondéncia de 10* UFC mL™. O in6culo do consércio foi composto de 4 isolados
escolhidos aleatoriamente, onde de cada isolado foi adicionado um volume de 0,010 mL, em
9,96 ml de meio mineral, de modo a obter 0,140 de absorbancia, com correspondéncia de 108
UFC mL?. Estes valores apresentam pequenas variacdes de acordo com cada isolado
bacteriano utilizado. Também, deve-se salientar que, os indculos preparados dos isolados
bacterianos (10* UFC mL™) tiveram menor biomassa que a dos consércios bacterianos (108
UFC mL™).
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5.1.9 Teste de biodegradabilidade por indicador TTC

A biodegradacéo preliminar (ou qualitativa) da gasolina comercial com 24% de etanol
(v v1), por isolados bacterianos foi verificada com o uso do indicador redox cloreto de
trifeniltetrazolio (TTC), como um aceptor final de elétrons, o qual é reduzido para trifenil
formazan (TPF) (ALEF, 1995; BENTO et al., 2005). A reducgdo do TTC a TPF foi avaliada
visualmente pela mudanca na coloragdo do meio, de incolor (oxidado), para lilas e roxo
(reduzido). Esta técnica tem sido empregada em varios trabalhos (COMACK & FRAILE,
1997; HANSON et al., 1993; ROY et al. 2002; MARIANO et al., 2008a, b; PIROLLO et al.,
2008; JUNIOR et al., 2009), e é muito utilizada para estimar a atividade da enzima
desidrogenase no solo, baseada no uso do indicador redox TTC.

Neste teste foi utilizado inéculo padrdo de 0,02ml de cada isolado, em 9,98 mL do
meio da mistura de 400 mL de BH, com 100 mL de TTC. O TTC foi obtido a partir de 0,025¢g
de TTC em 100 mL de &gua destilada. Para a obtencdo do indculo padrdo, anteriormente
mencionado, se determinou a densidade de 0,07 contendo concentragdo de inéculo de 10*
UFC mL?, em 10mL de meio mineral contendo 1% (v v'!) de gasolina comercial, em frasco
de vidro, de 50 mL fechado hermeticamente. Também foram feitos ensaios controle, ndo
inoculados. Todos os frascos foram cobertos com papel aluminio para evitar a fotoxidacao.
Apos, os frascos foram incubados a 30 °C, sob agitacdo constante (150 rotagdes por minuto-
rpm), por 72 horas. Todos os testes foram feitos em triplicata.

5.1.10 Experimento de Biodegradacdo com isolados ou consorcio

Para 0 monitoramento da biodegradacédo da gasolina por isolados ou consorcios, foram
montados ensaios com meio mineral M1, contendo inéculo padrdo de cada isolado ou
consorcio, (conforme item 5.1.8), e 1% (v v?!) de gasolina comercial estéril, em frascos
hermeticamente fechados, com tampas de silicone e lacres de aluminio. Eses frascos foram
incubados sob agitacdo orbital (150 rpm) a 30°C, por 72 horas. Conjuntamente foram
montados experimentos controles, 0s quais ndo continham inéculos, somente 10 ml de meio

M1 com 1% v v de gasolina comercial estéril. Para os experimentos dos testes bioldgicos
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foram usados frascos de vidro de 50 mL e, para os testes de monitoramento da reducdo dos
compostos da gasolina por técnica cromatografica, foram usados frascos headspace de 20 mL
conforme Figura 5.1. Devido a alta capacidade de volatilizacdo dos compostos da gasolina,
para cada periodo de amostragem foi utilizada uma amostra, sendo a mesma descartada apos a

analise.

(b)

Figura 5. 1 Frascos utilizados nas analises bioldgicas e quimicas, em sistema fechado.
OBS: (a) Frasco de vidro de 50 ml (para analses bioldgicas); (b) Frasco headspace ou de vidro de 20 ml (para

andlises quimicas: cromatogréficas)

A gasolina estéril foi adicionada diretamente no meio mineral contendo o indculo

padrdo ou ndo (controle), atraves de micro seringa (Hamilton 81317).

5.1.11 Analises biologicas

5.1.11.1 Biomassa

Neste estudo foram isolados 17 micro-organismos, 0s quais foram avaliados quanto ao
crescimento microbiano, nos tempos zero e 72 horas. Sete isolados apresentaram melhores
resultados e estes foram avaliados pelo crescimento as dispensas da gasolina comercial estéril,
como Unica fonte de carbono no meio mineral, em periodos de 12 em 12 horas, por 72 h. Dos
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sete isolados, foram formados 3 consorcios, com 4 isolados aleatoriamente, dos sete
selecionados, os quais foram avaliados em relacdo a biomassa nos tempos zero e 72 horas.
Neste experimento foi utilizado 1 mL de amostra (com isolado ou consorcio), o qual foi
diluido quando necessario, para obter a leitura em absorbancia dentro da escala do
equipamento (espectrofotdmetro, Spectrumlab, 22 PC), em 600 nm (OH et al., 2006).
Experimentos controles, sem a presenca de isolados ou consorcio (in6culo) foram
paralelamente avaliados. A calibracdo do aparelho foi feita com a 4gua destilada.

A contagem de células viaveis das amostras foi avaliada em 0 e 72 horas, pelo método
de placa usando Agar nutritivo. A unidade formadora de colénia (UFC) das amostras das
culturas e do controle foi determinada apds incubacéo de 24 horas, a 30°C.

5.1.11.2 Detecgdo de biossurfactante

A capacidade do isolado bacteriano em produzir biosurfactante, foi realizada em meio
mineral M1 com 1% (v v!) de gasolina comercial, por incubagéo a 30° C, em 150 rpm, por 72
horas. A producdo de biossurfactante foi avaliada nos periodos de zero e 72 horas, pela
reducdo da tensdo superficial e pelo indice de emulsificacdo (IE) obtido, apds 24 horas de
estabilizagéo (1IE24%).

O indice de emulsificacdo foi avaliado na presenca e na auséncia de células, removidas
através de centrifugacdo em 10.000 rpm, por 10 min, a 15 °C. Para isto, 2 mL do meio de
cultura foram misturados a 2 mL de gasolina comercial, em um tubo de vidro pyrex de fundo
chato (100 mm x 15 mm). O tubo foi agitado em vortex por dois minutos e deixado em
repouso por 24 horas, para obtencdo de emulsdo estavel. O indice de emulsificacdo (IE24%)
foi obtido pela medida da altura da coluna emulsificada de gasolina comercial, dividido pela
altura total da mistura e multiplicada por 100.

A tensdo superficial da amostra de cada isolado na auséncia de ceélulas, foi
determinada nos periodo de 0 e 72 horas, a 25° C e ap0s estabilizagdo por 1h. As medidas de
tensdo superficial foram realizadas em tensidmetro digital (Gibertini, Mildo, Italia), utilizando
0 método da placa de Wilhelmy. A calibracdo do aparelho foi realizada com agua destilada
(69 mN m™), e mistura de meio M1 com gasolina comercial com tensdo superficial de 67 mN

m.
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5.1.12 Analise por cromatografia

A capacidade dos isolados e consorcios bacterianos para degradar compostos da
gasolina comercial (etanol, BTX, C9+ e TPH) em amostras com meio M1 e de solo, foi
avaliada por cromatografia nos periodos de zero e 72 horas, em meio liquido, e, diferentes
periodos de amostragem em solo. A metodologia usada em solo e em meio liquido para as
andlises de cromatogréfia seguiu a descricéo abaixo:

A) Solo:

Cerca de dois gramas de solo de cada tratamento foram removidos, pesados e
adicionados a frascos de headspace com adigdo de 10 mL de &gua deionizada. Apds lacrar 0s
frascos, com septos de silicone e lacres de aluminio, estes foram agitados por 30 segundos e
submetidos a analise em um cromatdgrafo a gas (Shimadzu 17A, Japdo), equipado com
detector de ionizacdo em chama com sistema de injecdo headspace automatico (HS/GC/FID),
em coluna DB5 (5% fenil metil polisiloxano-30mx 0,25 mmX 0,25 mm) e com gés de arraste
H, (fluxo de 1,0 mL min?). As condicdes cromatograficas de analise foram realizadas
segundo o método USEPA 8015-B-96 e 5021-96: que utilizaram temperatura e tempo de
condicionamento do frasco de 80 °C, por 15 minutos; programa de temperatura do forno de
40 °C, por 3 minutos, seguido de taxa de aquecimento de 5 °C min até 90 °C, mantido por 5
minutos com posterior aquecimento de 10 °C min* até 150°C, permanecendo por um minuto.
As temperaturas do injetor e detector foram 120 °C e 210 °C, respectivamente. VVolume de
injecdo: 1,0 uL no modo splitless. Nestas condi¢des o tempo de anélise foi de 43 minutos.

A andlise quantitativa foi realizada pela técnica de padronizacdo externa, na faixa de
concentracéo de 5 a 30 mg.kg™ e detalhada no Anexo 1. A redugdo dos compostos da gasolina
na amostra de solo, no tempo estudado foi obtida em relagéo ao tempo zero da mesma. Para

cada batelada de amostras analisadas foi feito uma curva analitica padrao.

B) Meio liquido

Neste experimento néo se realizou coleta, visto que as amostras de meio mineral com
e sem 1% (v.v 1) de gasolina comercal eséril e na presenca ou ndo de isolados, foram
realizadas dentro no frasco de headspace de 20 mL, em sistema fechado. As descri¢des destas

amostras em meio liquido encontram-se no item 5.1.10. As concentra¢cdes dos compostos
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avaliados em meio liquido de cada amostra foram obtidas pelo método de calibracdo externa,
na faixa de concentragdo de 30 a 5 mg mL™ e detalhada no Anexo 1. A verificagio da reducio
dos compostos da gasolina da amostra, no meio liquido, foi calculada em relacdo ao ensaio
controle do mesmo periodo. O ensaio controle consistiu de mistura meio mineral M1 e
gasolina comercial (9,9:0,1 v v1), isenta de in6culo, de modo a descontar perdas por
degradacdo abiotica (volatilizagdo e fotodegradacdo). Os resultados foram apresentados na
forma de reducéo percentual do etanol, BTX, C9+ e TPH da amostra, em relacdo ao ensaio

controle. Para cada batelada de amostras analisadas foi realizado uma curva padréo.

5.1.13 Deteccdo de biossurfactante tipo ramnolipideo

Este método de decteccdo de ramnolipideos tem sido bastante usado para descrever a
producdo deste tipo de biossurfactante (BENTO et al., 2008; PINZON & JU, 2009 a), o qual
indica a producdo de ramnolipidios pelas col6nias inoculadas, através da presenca de halos
(circulos) azuis, em torno das col6nias (TULEVA et al., 2002; BENTO et al., 2005b). Os
halos sdo formados na presenca de brometo de cetil trimetil amonio (CTAB), e azul de
metileno em Agar (PINZON & JU, 2009 b), devido a um par de ions insollveis entre o
ramnolipideo e o brometo de cetil trimetil am6nio (CTAB), e azul de metileno. O tamanho do
halo pode estar correlacionado com a quantidade de producao de ramnolipideo (SIEGMUND
& WAGNER, 1991; PINZON & JU, 2009 a e b), porém este método ndo é quantitativo e
pode sofrer interferéncias de outros pigmentos, gerando um falso resultado (PINZON & JU,
2009 b). Os Ramnolipideos sdo grupos de biossurfactantes produzidos geralmente por
bactérias Pseudomonas aeruginosas, que podendo ser avaliados por método semi-quantitativo
proposto por SIGMUND & LANG (1991). A confirmacdo da presenca do biossurfactante
ramnolipideo se d& atraves da reducdo da tensdo superficial e/ou de elevado indice de
emulsificagdo do meio. O método também pode ser usado para selecionar qualquer
biossurfactante aniénico de baixa massa molecular (BODOUR & MAIER, 2002).

Para a realizacdo deste teste, cada um dos isolados foi inoculado no meio (CTAB com
azul de metileno em Agar) com o auxilio de uma alca de platina. Em seguida, as placas foram

incubadas em estufa a 30°C, durante 72 horas.
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5.1.14 Anélise estatistica

Todos os testes foram realizados em triplicatas e o resultado das analises
respirométricas e cromatograficas foram analisadas estatisticamente pelas comparacfes das

médias e variancia pelo teste de Tukey, e com diferencas significativas (p<0,05).
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5.2. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.2.1 Selecéo da area do solo para isolamento de micro-organismos

A Figura 5.1 apresenta o gréfico das analises respirométricas nos experimentos das
areas 1 e 4 de solo do landfarming, as quais receberam residuos petroquimicos por mais de 21

anos.
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Figura 5.2 Concentragdo do C-CO produzido pelos micro-organismos do solo do
landfarming das areas 1 (borra 30 dias antes da coleta) e 4 (7 dias antes da coleta) com e sem

gasolina comercial (CG), durante 30 dias.

O solo do landfarming de cada area tem historico diferentes de recebimento de residuo
(area 4 recebeu residuo 7 dias antes da coleta e a area 1, 30 dias antes), o que pode explicar a
maior producdo de C—CO, acumulado da area 4 (recebeu borra 7 dias antes da coleta), em
relacdo a area 1 (que recebeu borra 30 dias antes da coleta), apresentando um valor mais alto
do que a area 1, de 72%. Tal fato certamente promoveu enriquecimento e selecdo de uma

populacdo microbiana com capacidade de degradar complexos hidrocarbonetos, o que pode
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explicar o comportamento similar de ambas as areas ndo terem apresentado diferenga
significativa na producdo de C-COz, na presenca ou ndo da gasolina comercial. Este
comportamento indica que 0s micro-organismos autétones nao foram afetados na presenca da
gasolina comercial, e que provavelmente os micro-organismos degradadores dos residuos
petroquimicos foram eficientes na degradacdo dos hidrocarbonetos (de cadeias lineares,
ramificados, ciclicos e aromaéticos), tanto que forneceram elevada percentagem de
mineralizacdo.  Segundo a literatura (DEVINNY & CHANG, 2000) o sucesso de
biodegradacdo é dependente do nivel metabdlico e da adaptacdo genética da populacdo
microbiana no seu meio.

A Tabela 5.1 mostra 0 % de reducdo dos compostos da gasolina comercial nos solos

da area 1 e 4, para um periodo de 30 dias.

Tabela 5. 1 Percentual (%) de reducdo dos compostos da gasolina (etanol, BTX, C9+ e TPH)
em amostras de solo de cada tratamento (landfarming das areas 1 e 4 com gasolina comercial,

A-1 e A-4, respectivamente) no periodo de tempo avalido em relagd ao tempo zero.

Tempo % de reducéo dos compostos da Gasolina comercial no solo das areas em relagdo ao tempo zero
(dia) Etanol Benzeno Tolueno Xileno Total Co+ TPH
Desvio padréo Desvio padrao Desvio padréo i 3 Desvio padrao ~ Desvio padrao
€ Desvio padrao

A-1 A-4 A-1 A-4 Al A4 A1 A-4 Al A4 A1l A4

10 73 70 82 59 73 48 77 50 81 61 84 66
#1 *2 +4 *2 *2 *4 #1 #3 *4 +3 *2 #1
20 89 71 89 77 84 69 88 72 91 76 91 80
+6 =3 +0 =1 =0 *1 =0 *1l =0 *1 =3 2
30 91 71 93 79 91 75 91 74 91 73 93 79
#5 #1 *1 +3 +0 #1 #1 *4 #1 *4 #1 #3

Analisando os dados da tabela, percebe-se elevada redugédo de todos os compostos da
gasolina comercial monitorados, principalmente na area 1, aos 30 dias. Todos 0os compostos
da gasolina avaliados apresentaram uma faixa de reducdo no solo da area 1 de 73 a 84,0% e
da &rea 4 de 48 a 70 %, em 10 dias. Com o passar do tempo, a reducdo destes compostos foi
aumentando acentuadamente na area 1 e bem mais ténue na area 4, uma vez que a faixa de
reducdo de todos os compostos avaliados em 30 dias, no solo da area 1 foi de 91a 93 % e da
area 4 de 71 a 79%. O decréscimo mais ténue na area 4 pode ser atribuido ao fato de que a
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populagdo microbiana que recebeu a borra sete dias antes da montagem dos experimentos,
estava fisiologicamente mais ativa a presenca dos hidrocarbonetos mais pesados presentes nas
borras oleosas, tornando-os mais eficiente na reducdo dos mesmos, e parcialmente eficiente
nos mais leves (Cs-Ci2) da gasolina.

Pelos dados obtidos, verificou-se que apesar da area 1 ter apresentado menor producéo
de CO,, a mesma apresentou maior consumo dos componentes da gasolina comercial,
provavelmente por conter micro-organismos com maior potencial de degradacdo destes
compotos, nas condicbes estudadas. Isto pode ser explicado considerando que 0s micro-
organismos tiveram preferéncia pela degradagcdo dos compostos da gasolina em relacdo aos
compostos da borra. Preferéncia oposta pode ter ocorrido com a microbiota da area 4.

5.2.2 Crescimento de micro-organismos

O solo da area 1 apresentou micro-organismos com maior eficiéncia na reducdo dos
hidrocarbonetos estudados, sendo que este solo foi selecionado para o isolamento de micro-
organismos. Deste solo foram obtidos 17 isolados (denominados, UFRGS 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 e 17), que foram avaliados pela capacidade de crescimento na
presenca da gasolina comecial existente no meio mineral. Os resultados do crescimento
microbiano foram obtidos pela densidade Otica e contagem da populacdo microbiana, e a
degradacdo qualitativa da gasolina pode ser verificada com a reducdo da TCC, conforme
Figura5.3 e a Tabela 5.2.

A Figura 5.3 apresenta o perfil da densidade Otica versus tempo, para um periodo de
72 h de incubacdo destes micro-organismos, onde se observa que todos 0s micro-organismos
cresceram e 0S que mais sugeriram adaptacdo da gasolina comercial no meio foram os
isolados 2, 6, 7, 13, 14, 16 e 17.

Segundo os dados obtidos nesta tabela, os isolados 2, 5, 6, 7, 12, 14, 15 e 17, foram os
que geraram os melhores resultados de crescimento (UFC mL™) e reducio do TTC. Por estes
dados foram selecionados sete isolados (denominados 2, 5, 6, 7, 14, 15 e 17), visto que dos
oito isolados acima enfocados, com melhores resultados, um foi descartado, o isolado 12, por

ter semelhante coloragéo e menor densidade oOtica que o isolado 14, conforme Figura 5.3.
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Figura 5. 3 Crescimento dos 17 isolados avaliado por densidade 6tica (A), em meio mineral
com gasolina comercial, nos periodos de 0 e 72 horas de incubacéo.

Tabela 5. 2 Crescimento dos micro-organismos e reducdo do TTC conforme isolado

bacteriano, em meio mineral e gasolina comercial, em 72 horas de incubagé&o.

Amostra (UFC mLY) TTC?

0 hora 72 horas 72 horas
Controle nd nd -
Isolado 1 1,21x10°8 37x10° +
Isolado 2 341 x10°3 113 x107 +++
Isolado 3 33x104 127 x10°7 +
Isolado 4 99 x103 88 x10 8 ++
Isolado 5 341 x10°3 37x10°8 +++
Isolado 6 33x104 77 x10°8 ++++
Isolado 7 136 x10* 38x108 +++
Isolado 8 213 x10* 193 x107 +
Isolado 9 30x103 70 x10 4 +
Isolado 10 158 x10 8 70 x10°8 +
Isolado 11 117 x103 49 x107 -
Isolado 12 44 x104 42 x10°8 +++
Isolado 13 44 x103 48 x107 -
Isolado 14 63 x10°8 142 x107 +++
Isolado 15 158 x10 4 99 x10 7 +++
Isolado 16 117 x10°8 103 x107 -
Isolado 17 60 x10 4 70x10°8 ++++

2TTC reducdo: + Coloracgdo fraca; ++ Coloracdo mediana; ++++ Coloracdo Intensa; - ndo detectado
(nd).

88



07 7 —e— cont.

064 =2 x
< ——5 /
= 051 6 .

[S]

g4 1 —
(]

e

k: 0,3 A

2 021

© 01 -

0 12 24 36 48 60 72
Tempo (horas)

Figura 5. 4 Crescimento dos 7 isolados avaliados por densidade 6tica (A), em meio mineral

com gasolina comercial de 12 em 12 horas, por 72 horas de incubacéo.

Os resultados da producéo de biossurfactantes pelas medidas de tenséo superficial sem
células e pelo indice de emulsificacdo (EI 24%), com e sem células, e do tipo ramnolipideo,

estdo apresentados nas Figuras 5.5, 5.6 e 5.7, respectivamente.
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Figura 5. 5 Medida da tenséo superficial de cada isolado em meio mineral com gasolina

comercial nos tempos zero e 72 horas de incubagé&o.

Conforme Busquets et al. (2000), bons produtores de biossurfactantes sao
considerados aqueles micro-organismos que reduzem a tensdo superficial de um meio para
40mN m* ou menos. Isto ocorreu com os isolados UFRGS 2, 15 e 17, no periodo de 72 horas.
Além disso, verifica-se elevada reducdo da tensdo superficial para aproximadamente 30 mN

m™ nos isolados UFRGS 15 e 17, indicando estes serem bons geradores de biossurfactantes.
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Os isolados UFRGS 6, 7, 15 e 17, durante 72 horas produziram mais biomassa em relagéo aos
demais isolados, embora os isolados UFRGS 6 e 7, ndo tenham reduzido a tenséo superficial

significativamente neste periodo.
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Figura 5. 6 indice de emulsificacdo (El 24%) de cada isolado com célula, por 72 horas de

incubacdo em meio mineral com gasolina comercial.

Figura 5. 7 Representacdo da producdo de biossurfactantes do tipo ramnolipideo em placas
com agar (azul de metileno e CTAB) com indculos dos isolados bacterianos UFRGS 2, 5, 6,
e,7 (aesquerda) e UFRGS 14,15 e 17 (a direita).

Os niveis de IE24% foram obtidos acima de 10% em todos 0s sete isolados, por 72
horas, exceto para o isolado UFRGS 14, quando a condicdo de analises foi realizada sem a
presenca de células, sugerindo que alguns componentes com caracteristicas de emulsificacdo
extracelular foram produzidas. Quando os surfactantes sdo extracelulares, eles causam
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emulsificacdo de hidrocarbonetos e quando eles sdo associados as células, eles facilitam a
penetracdo dos hidrocabonetos pelos espacos periplasméatico (KOCH et al., 1991). Nota-se
que todas as medidas de 1E24%, com células, no periodo de 72 horas, apresentaram 1E24%
acima de 30%, exceto os isolados UFRGS 2 e 5. Segundo Karlson & Willumsen (1997),
micro-organismos podem ser bons produtores de biossurfactantes, quando eles geram 1E24%
de 40% ou mais. Neste experimento, os isolados que geraram estes valores foram UFRGS 6, 7
e 17 (com células) e UFRGS 6, 15 e 17 (sem células).

Pode-se visualizar a deteccdo de produgdo de biosurfactante através da redugdo da
tensdo superficial e elevacdo do 1E24%, nas Figuras 5.4 e 5.5, no periodo de 72 horas. Pelas
medidas de tensdo superficial dos isolados nota-se que todos apresentaram reducao.

Além disso, de acordo com a Figura 5.7, os isolados UFRGS 5, 15 e 17 produziram
halo azul, que é resultado do complexo formado entre o biossurfactante com azul de metileno
e CTAB, indicando a producédo de ramnolipideos, reforcando a capacidade destas bactérias de
produzirem biossurfactantes (Tabela 5.3).

Cabe salientar que o isolado UFRGS 5 foi caracterizado como Gram-negativo e 0S
isolados UFRGS 15 e 17 como Gram-positivo, conforme a Tabela 5.3. Também foram
observados outros parametros com elevado IE24% e reducdo de tensdo superficial para se
confirmar a presenca de biossurfactante do tipo ramnolipideo. Isto foi observado nos isolados
UFRGS 15 e 17, que mesmo sendo gram-positivos apresentaram elevados 1E24% e grande
reducdes na tensdo superficial (aproximadamente 30 mN m?), indicando que podem ser
considerados geradores de biossurfactante do tipo ramnolipideo.

Os resultados dos sete isolados bacterianos, em relacdo a degradacdo da gasolina
comercial, por 72 horas, podem ser visualizados na Figura 5.8, pela reducdo dos compostos
deste combustivel (exceto, os isolados 2 e 14 ndo apresentaram degradacdo da gasolina
comercial, no periodo estudado).

A Figura 5.8 apresenta os dados de reducdo para os compostos da gasolina comercial,
em 72 horas. O etanol apresentou reducdo em todos os cinco isolados observados, seguido do
benzeno que foi degradado por quatro dos isolados UFRGS (5, 7, 15 e 17) e parcialmente pelo
isolado UFRGS 6. O isolado UFRGS 15 degradou em maior percentual dos compostos TPH.
O isolado UFRGS 5 reduziu em maior percentual os xilenos totais, C9+, tolueno e o etanol
juntamente com o isolado UFRGS 17, em relacdo aos demais isolados observados. Os
isolados UFRGS 2 e 14 ndo apresentaram reducdo dos compostos da gasolina comercial no

periodo e nas condic¢des estudadas, ndo constando na Figura 5.8
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Tabela 5. 3 Isolados bacterianos selecionados em meio mineral com gasolina comercial, por
72 horas de incubagdo, foram avaliados pela morfologia celular, pela contagem de bactérias e

pela deteccdo de biossurfactante do tipo ramnolipideo.

Isolados Morfologia Total de Bactérias Deteccao de
bacterianos celular (UFC mL7?) Ramnolipideo @
0 hora 72 horas
Controle Gram (+ou -) (D.O =0,007)
nd nd nd

Isolado UFRGS 2 Cocos, + 88,5x10* 72x10° -
Isolado UFRGS 5 Bastonete, - 66,0x10 3 330x10° +
Isolado UFRGS 6 Bastonete , - 88,0x10 3 74x 10° -
Isolado UFRGS 7 Bastonete, + 200x10 3 100 x 10°® -
Isolado UFRGS 14 Cocos, + 150x10 * 6010 ’ -
Isolado UFRGS 15  Bastonete , + 155x10 * 40x10 ’ +
Isolado UFRGS 17  Bastonete , + 885x10 3 72x10° +

2 detecgdo de Ramnolipideo: * circulo de complexacdo + e —, ndo deteccéo (nd)

isolado 5
isolado 6

g = !solado 7
o B isolado 15
2§~ O isolado 17
o B2
(]
04

Etanol Benzeno Tolueno Xilenos Co+
Totais

Compostos

Figura 5. 8 Degradacéo estimada pela redugdo dos compostos etanol, BTX, C9 e TPH da
gasolina comercial em meio mineral de cada isolado bacteriano em relagéo ao controle, por
72 horas de incubacéo.
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A Figura 5.8 apresenta os dados de reducéo para os compostos da gasolina comercial,
em 72 horas. O etanol apresentou reducdo em todos os cinco isolados observados, seguido do
benzeno que foi degradado por quatro dos isolados UFRGS (5, 7, 15 e 17) e parcialmente pelo
isolado UFRGS 6. O isolado UFRGS 15 degradou em maior percentual os compostos TPH. O
isolado UFRGS 5 reduziu em maior percentual os xilenos totais, C9+, tolueno e o etanol
juntamente com o isolado UFRGS 17, em relacdo aos demais isolados observados. Os
isolados UFRGS 2 e 14 ndo apresentaram reducdo dos compostos da gasolina comercial no
periodo e nas condicGes estudadas, ndo constando na Figura 5.8.

Em geral quando o isolado cresce s6 na presenca do etanol, ndo ha& periodo de
adaptacdo, porque o etanol pode ser degradado pelos constituintes enzimaticos associados a
rotas metabdlicas existentes (ALVAREZ et al., 2002). Neste estudo, o etanol estd presente na
gasolina comercial e, por ser composto simples e hidrofilico, tender a ter, a degradacdo
preferencial em relagdo aos BTX da gasolina em meio liquido. (RICE, 2000; CORSEUIL et
al., 2009). Isto pode ocorrer devido a presenca de enzimas constitutivas que sdo produzidas
naturalmente pelos micro-organismos por meio de vias metabdlicas. No entanto, para
degradar BTX as enzimas necessarias demandam tempo e a presenca de contaminante para
serem induzidas (DEEB et al., 2002).

O etanol quando preferencialmente degradado (Cordazzo, 2000; Beller et al., 2001)
pode consumir 0 oxigénio e os demais aceptores de elétrons do meio, e inibir ou impedir a
biorremediacdo dos BTX (ALVAREZ et al., 2001; CORSEUIL et al., 2009). Este fato do
etanol ser preferencialmente degradado em relacdo aos BTX pelos isolados nas condicdes e
periodos estudados néo foi verificado, conforme Figura 5.8.

O fato de o etanol poder ser preferencialmente degradado implica na permanéncia do
benzeno no meio, 0 que é extremamente prejudicial, visto ser ele altamente toxico e
apresentar propriedades carcinogénicas e mutagénicas. Além disto, segundo Trovao (2006), o
benzeno é o composto mais recalcitrante dos BT X em condic¢Ges anaerdbias. Entretanto outros
autores informam que os xilenos sdo os mais recalcitrantes. Neste experimento observou-se
que nas condicdes estudadas, cinco dos isolados iniciaram a degradacdo do benzeno e s6 um
dos isolados (UFGRS 5) apresentou degradacgéo dos xilenos. Tal comportamento pode indicar

que neste caso, os xilenos foram os mais recalcitrantes para a maioria dos isolados.
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5.2.3 Crescimento microbiano dos isolados no consorcio

Os trés consorcios estudados (UFRGS N1, N2 e N3), foram monitorados pelo

crescimento microbiano (medida de absorbancia e contagem em placa), dados apresentados

na Tabela 5.4, e pela reducdo dos compostos etanol, BTX, C9+ e TPH, da gasolina em meio
liquido (Figuras 5.9 e Tabela 5.5).

Tabela 5. 4 O crescimento microbiano em meio mineral com gasolina comercial com 24% de

etanol, de 0 e 72 horas de incubacao, foi avliado pela absorbancia e pela contagem de células

bactérias totais (UFC) de cada consorcios (com os respectivos isolados)

Absorbancia (A) e UFC (mL™?), nos tempos zero e 72 horas

Consdrcio
Isolados 0 hora 72 horas
(UFRGS) A UFC A UFC
CONTROLE Né&o tem 0,002 0 0,007 0
UFRGS N1 2,5,6e17 0,115 2x108 0,746 2,4 x10 %2
UFRGS N2 6,7, 14e17 0,140 1,5x108 0,656 2,2 x10 2
UFRGS N3 5,6,15e 17 0,140 1,55 x108 0,675 2x101%

Tabela 5. 5 Reducdes dos compostos etanol, BTX, C9 e TPH da gasolina comercial de cada

consorcio, em relacdo ao controle (sem bactérias), em meio mineral, por 72 horas de

incubacéo.
% médio de reducdo dos compostos da Gasolina Comercial em cada consorcio em relagdo
Consorcio ao controle, em 72 horas de incubagéo
Etanol Benzeno Tolueno m-xileno p-xileno o-xileno  C9+ TPH
UFRGS N1 98,89 36,57 97,42 97,39 97,80 98,63 99,90 96,91
Desvio padréo +0,13 14,84 0,21 10,24 +0,63 +2,3 0,12 0,24
UFRGS N2 99,33 97,98 67,01 97,84 98,18 98,86 99,90 97,47
Desvio padrao +0,70 40,29 +5,09 0,20 0,53 +2,1 10,01 0,72
UFRGS N3 99,49 98,35 98,27 14,74 26,34 4793 99,19 94,71
Desvio padréo +0,49 +0,13 +0,20 +0,14 +0,34 1,7 0,20 0,63
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Figura 5. 9 Cromatogramas dos compostos etanol, BTX, C9 e TPH da gasolina comercial
em relacdo ao controle (sem bactérias) de diferentes consércios no meio mineral com 1% de

gasolina comercial (24% de etanol), em 72 horas de incubacao.

Os trés consorcios avaliados degradaram a maioria dos compostos da gasolina
comercial, em 72 horas. Na Tabela 5.5, nota-se a reducéo do etanol em praticamente 99%, em
72 horas, para todos o0s consorcios. A maioria dos compostos da gasolina (TPH) foi degradada
na faixa de 95 a 98% pelos consoércios, em 72 horas de incubag¢do. Também se observa maior
reducdo dos compostos da gasolina nos consorcios em relacdo aos isolados, provavelmente
devido a maior diversidade genética, fisiologica e morfologica destes no consorcio. O melhor
desempenho de cada consorcio em relacéo ao isolados que o compde demonstra a importancia
de se considerar o papel do co-metabolismo no tratamento de poluentes, onde cada espécie
tem uma funcdo especifica nas sequéncias de reacGes enzimaticas responsaveis pela
metabolizacdo de cadeias complexas de hidrocarbonetos (Mariano, 2006a). O consorcio
microbiano é dependente da interagdo resultante das espécies que podem facilitar mais a acdo
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metabdlica complementar, somada pelos isolados na forma de consorcios, no processo de co-
metabolismo, e assim podem aumentar a possibilidade de elevados valores de reducdo no
ambiente (DEEB & ALVAREZ-COHEN, 1999; MARCHAL et al., 2003).

Os consorcios UFRGS N1, N2 e N3 foram formados pelos isolados conforme Tabela
5.4. Os isolados destes consércios apresentaram espécies com diferentes morfologias e
coloragdes, e exibiram competentes enzimas degradativas na presenca de 1% de gasolina
comercial (24% de etanol). Devido a isto foram observadas reducbes de até 98% dos
compostos da gasolina em estudo.

Além disso, nos consércios (UFRGS N1, N2 e N3) notou-se uma preferéncia de
degradacéo de compostos da gasolina comercial, visto que pelo menos um dos compostos néo
foi acentuadamente reduzido como os demais compostos avaliados. No consércio UFRGS N1
verifica-se menor degradacdo do composto benzeno (35%), no consorcio UFRGS N2 uma
reducdo relativa do composto tolueno (67%) e no consércio UFRGS N3 reducdes menores
para 0s compostos xilenos (como 15% de meta-xileno, 27% de para-xileno e 45% de orto-
xileno).

Isto pode ter ocorrido devido aos baixos teores de oxigénio do meio, ou devido a
presenca do etanol que pode ter gerado inibicdo parcial na degradacéo de pelo menos um dos
compostos BTX. Segundo a literatura o etanol tem degradacdo preferencial pela microbiota
do meio por ser hidrofilico (SILVA, 2002; MARIANO, 2006; SOARES, 2006), ter cadeia
curta e pode ser facilmente degradado em ambas as condicGes, aerdbias e anaerobias, por
enzimas (dos ciclos metabdlicos centrais presentes) (CHAPELLE, 1993; HUNT et al., 1997a;
HUNT et al., 1997b; MADIGAN et al., 1997). Porém, a degradacéo preferencial do etanol em
relacdo aos BTX, neste estudo, ndo foi verificada.

5.4 CONCLUSAO

O acompanhamento da atividade microbiana neste estudo mostrou maior liberagédo de
CO2 no solo da area 4 em relagdo a area 1, do landfarming que receberam gasolina comercial.
Entretanto, o solo da &rea 1 do landfarming apresentou maior potencial de degradacdo dos
compostos da gasolina comercial nas condi¢des estudadas e, por isso, 0 mesmo foi utilizado

para isolar 0s micro-organismos.
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Dos sete isolados selecionados (UFRGS 2, 5, 6, 7, 14, 15, 17) a maioria apresentou,
em parte, a degradacdo dos compostos da gasolina comercial e a producdo de
biossurfactantes. Além disso, os isolados UFRGS 5, 15 e 17 apresentaram biossurfactantes do
tipo ramnolipideo.

A maior degradacdo dos compostos da gasolina comercial ocorreu na forma de
consorcio, com valores maximos de 95 a 98%, em 72 horas. Isto ressalta a importancia de se

considerar o papel do co-metabolismo no tratamento de poluentes nas condi¢des estudadas.
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Aplicacdo dos processos, em escala de laboratério, de atenuacdo natural,
bioestimulacdo por nutrientes, com e sem bioaumentacdo (consorcio

bacteriano) em solo contaminado com 5% de gasolina comercial.

RESUMO

No Brasil existem inimeros postos e tanques de armazenamento de combustivel, que
possuem um longo tempo de utilizacdo com precarias condi¢cbes de manutencdo. Com isto
vazamentos podem ocorrer e provocar graves problemas ambientais. O maior problema da
contaminacdo refere-se aos compostos benzeno, tolueno e xilenos (BTX), componentes da
gasolina que possuem propriedades cancerigenas e mutagénicas. A gasolina comercial no
Brasil, além dos compostos BTX, contém 24% v v-ide etanol, um composto que aumenta a
solubilidade destes na agua.

Em geral locais contaminados com gasolina tém sido tratados por estratégias ou
processos de biorremediacdo, que parecem ser bastante promissores na remediacdo de areas
contaminadas, além de serem ambientalmente corretos. No presente trabalho foram utilizados
diferentes processos de biorremediacdo, atenuacdo natural, bioestimulacdo (nitrogénio e
fosforo na relacdo C:N:P de 10:1:0,1, e pH corrigido para 7) e bioaumentacdo com
bioestimulagdo, em solos contaminados com 5% m m™de gasolina comercial (24% de etanol),
com o objetivo de avaliar os diferentes processos em relagdo a atividade microbiana. Para tal
foram conduzidos dois experimentos independentes, denominados de sistema fechado A e
sistema fechado B, constituidos de frascos de 1,5 L hermeticamente fechados contendo solo
contaminado com 5% de gasolina comercial, com os trés processos de biorremediacéo citados
acima. O sistema fechado A foi utilizado para realizacdo das andlises respirométrica
(liberagdo de CO») e bioldgicas, enquanto que o sistema fechado B foi utilizado para a
verificacdo das concentragGes dos compostos etanol, BTX, C9+ (compostos com nimero de
carbonos de 9 até 11) e TPH (hidrocarbonetos totais do petréleo) da gasolina comercial pelos
diferentes processos de biorremediagéo, acima mencionados.

Pela atividade microbiana do sistema fechado A verificou-se que os tratamentos com

gasolina comercial que mais liberaram CO. foram o0s processos de atenuagdo natural e
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bioaumentacdo com bioestimulagdo. Além disso, as andlises bioldgicas de heterotréficos
revelaram maior presenga de micro-organismos também para esses processos, no periodo de
60 dias. Nos processos de biorremediacdo em solo com gasolina comercial no teste do sistema
fechado B, verificou-se que a reducéo de todos os compostos avaliados foi em torno de 99%
e, as concentragcbes dos compostos tolueno e xilenos apresentaram-se abaixo do valor de
interdicdo ambiental (CETESB, 2005). Isto ndo ocorreu com o composto benzeno, pois o0
mesmo apresentou-se mais recalcitrante nas condi¢fes estudadas até o final dos ensaios (50
dias).

6.1 MATERIAIS E METODOS

Dois experimentos independentes, denominados de sistema fechado A e sistema
fechado B (frascos de 1,5 L hermeticamente fechados), para os diferentes tratamentos foram
realizados. O sistema fechado A foi utilizado para realizacdo das analises respirométrica
(liberacdo de CO.) e bioldgicas, enquanto que o sistema fechado B foi utilizado para a
verificacdo da concentracdo dos compostos etanol, BTX, C9+ (compostos com numero de
carbonos de 9 a 11) e TPH (hidrocarbonetos totais do petroleo) da gasolina comercial pelos
diferentes processos de biorremediacéo.

Os tratamentos utilizados nos sistemas fechados A e B foram os seguintes: a-
testemunho 1 (solo in natura com pH 5); b- testemunho 2 (solo in natura com adicdo de
nitrogénio e fosforo na relacdo C:N:P de 10:1:0,1, pH corrigido para 7); c- atenuacgdo natural
(solo in natura com 5% de gasolina comercial); d- bioestimulacdo (solo in natura com adicao
de nitrogénio e fosforo na relagdo C:N:P de 10:1:0,1, pH corrigido para 7 com 5% de gasolina
comercial); e- bioestimulagdo com bioaumentagéo (solo in natura com adicdo de N e P na
relagio C:N:P de 10:1:0,1, pH corrigido para 7, e adi¢éo de inculo 108 UFC g ! do consorcio
N1, com 5% de gasolina comercial). O consorcio denominado de N1 (composto de 4 isolados
bacterianos), foi selecionado no estudo 1 e aplicado neste experimento. Este consorcio foi
selecionado visto que o isolado 5 presente nos demais consorcios, obtidos no estudo 1, perdeu
sua atividade microbiana durante os periodos de estocagem. O consorcio N1 foi adicionado ao
solo in natura com inéculo de 108 UFC g%, procedimento sugerido pela literatura (CUNHA et
al., 2000; PRANTERA et al. 2002; PALA et al. 2002), nos dois sistemas fechados, A e B.
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O solo empregado foi na forma in natura, ou seja, sem nenhum tipo de contaminagéo.
As amostras deste solo foram coletadas em uma area localizada na Companhia Petroquimica
do Sul (COPESUL, hoje BRASKEM). O solo empregado como amostra foi classificado como
argilsolo vermelho distréfico (segundo EMBRAPA, 1999). Este foi transportado e estocado
(em saco fechados), adequadamente e acondicionados em ambiente com temperatura de 4°C.
Antes dos experimentos 0 mesmo foi seco a temperatura ambiente em bandejas, seguido de
peneiramento em peneira de 6 mm (Sabaté et al., 2004) e quarteamento. As analises dos solos
foram efetuadas de acordo com TEDESCO et al. (1995), no Laboratério de Analises de Solo
da Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Anexo 3).

Para elevar o pH a 6,5 do solo utilizou-se o valor do indice SMP conforme anélise
fornecida (Anexo 3), e assim foi adicionou-se 6 000 kg por ha de reagente comercial com
proporcdo de 3:1 de CaCOs e MgCQOg, este reagente foi incubado ao solo umido por 60 dias.
Apos foram adicionados os nutrientes na proporcéao de 4,6 g de P em 100 g de solo (na forma
de KH2POg4) e 5 g de N para 100g de solo (na forma de NH4NOs3), para atender a relacéo de
C:N:P de 10:1:0,1.

Todos os tratamentos foram realizados em triplicata.

6.1.1 Sistema fechado A e B

Nos experimentos do sistema fechado A foram utilizados 100 g de solo in natura, com
e sem adicdo de 5% de gasolina comercial. Neste sistema utilizaram-se diferentes tratamentos
para verificar a atividade microbiana do solo, através das andlises respirométrica e bioldgica.
O sistema fechado A apresentou um tratamento a mais, denominado de branco (sem solo)
para se medir a liberagdo de CO> do ambiente e comparar com os valores medidos nas
amostras de solo. Nos testes respirométricos do sistema fechado A foram adicionados aos
frascos, béqueres de 50 mL contendo 20 mL de solugio de NaOH 0,4 mol L™, para sor¢&o do
CO: e posterior analise, sendo estes substituidos, apos cada periodo de amostragem, por novas
solugBes de NaOH 0,4 mol L. Apds a montagem dos tratamentos do sistema fechado A, os
mesmos foram incubados a temperatura ambiente, e as analises respirométrica e bioldgica

foram realizadas nos periodos de 0, 1, 3, 5, 7, 10, 20, 41 e 60 dias.
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No sistema fechado B utilizou-se menor massa de solo (50 g de solo in natura) e
menor periodo de amostragem (méximo 50 dias), para os diferentes tratamentos em estudo.
Portanto, para o sistema fechado B foram utilizados frascos de vidro de 1,5 L com 50 g de
solo in natura, com e sem adicdo de 5% de gasolina comercial. No sistema B foi feita
somente a andlise quimica, pela técnica cromatogréfica, das concentragcdes dos compostos da
gasolina comercial (etanol, BTX, os compostos C9 a C11, denominados aqui de C9+, e
hidrocarbonetos totais do petroleo, denominados TPH). A coleta de amostra para a analise

quimica foi realizada nos periodos 0, 1, 5, 19 e 50 dias.

6.1.1.1 Andlise respirométrica

A analise respirométrica foi realizada para medir a concentracdo de CO; liberado
durante o periodo de ensaio das amostras de solo dos tratamentos, em sistema fechado,

segundo o descrito no item 5.1.5 do estudo 1.

6.1.1.2 Analises bioldgicas: Populacdo de micro-organismos heterotréficos e bacterianos.

A) Populagéo de micro-organismos heterotroficos

Foram utilizadas placas de poliestireno de 96 pocos para a determinagéo da estimativa
do numero mais provavel (NMP) de micro-organismos heterotroficos totais do solo no
sistema fechado A, com uso de caldo nutritivo (PALA et al., 2002; BENTO et al., 2005). O
caldo nutritivo foi composto de 3 g de extrato de carne e 5 g de peptona, diluidos em 1,0 L
com &gua deionizada e o pH ajustado para 7. O meio foi esterilizado em autoclave a 120 °C,
por 20 min, bem como o material utilizado. As placas de poliestireno foram esterilizadas por

uma hora em camara de fluxo laminar com luz ultravioleta.
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Utilizou-se um grama de amostra de solo (de cada tratamento) misturada em 9 mL de
agua estéril num tubo de ensaio. Uma aliquota de 100 pL dessa amostra foi adicionada em
900 uL de agua estéril nos pogos da placa de diluicdo. Apds, as diluicbes sucessivas das
amostras, foram retirados 10 uL de cada diluicdo e adicionados a 200 uL de caldo nutritivo
presente na placa de poliestireno. Para cada diluigédo cinco replicatas foram feitas.

Concluida a adicdo dos indculos na placa de poliestireno, esta foi coberta com papel
aluminio e colocada em estufa a 30°C, por 24 horas. Para a maioria dos experimentos, apos 24
horas, foram visualizados os resultados positivos de heterotroficos, os quais indicam a tubidez
do meio e este sdo estimados, segundo a tabela estatistica empregada por BRADDOCK &
CATTERALL, (1999). Com o tratamento estatistico se obteve o nimero mais provavel
(NMP) de micro-organismos heterotréficos existentes na amostra de solo de cada tratamento.
Esta medida foi expressa em estimativa do valor médio em log g -! do NPM de heterotréficos

totais por grama de solo.

B) Estimativa da populacdo bacteriana

Para contagem de populacdo bacteriana utilizou-se a técnica de plaqueamento. Essa
técnica emprega meio Agar nutritivo que consiste de 3,0 de g L™ de extrato de carne, 5,0 g L
de peptona e 15 de g L de Agar, em pH ajustado para 7. Este meio foi esterilizado em
autoclave a 120°C, por 20 min, assim como todo o material utilizado.

Um grama de amostra de solo (de cada tratamento estudado) foi adicionado a 9 mL de
solucéo salina 0,85% m v'!, num tubo de ensaio. Apés, uma aliquota de 100 pL de amostra foi
adicionada a 900 uL de solugéo salina 0,85% contidos nos pogos da placa de diluicdo. A
seguir foram inoculadas, em triplicata, 10 uL da amostra diluida na placa de Petri com o meio
Agar nutritivo. Concluida a adicdo dos inoculos na placa, esta foi colocada em estufa a 30°C,
por 24 h. Apobs este periodo foi realizada a contagem do ndimero da unidade formadora de
colbnias (UFC) de bactérias das amostras de solo de cada tratamento. Esta medida foi

expressa pela estimativa do valor médio em log ml de UFC de bactérias por grama de solo.

6.1.1.2 Analise cromatografica
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As concentracfes dos compostos etanol, BTX, C9+ e TPH da gasolina comercial no
solo, nos diferentes processos de biorremediacdo estudados, no sistema fechado B, foram
medidas por meio da técnica de cromatografia a gas, segundo procedimento descrito no item
5.1.12 do estudo 1 e detalhada no Anexo 1.

6.1.1.3 Analises de teor de umidade e de determinacéo do pH

A andlise do teor de umidade foi realizada somente no testemunho 1, enquanto que a
determinacéo do valor de pH foi realizada em todas as amostras.

Para determinar o teor de umidade do solo foram pesadas aproximadamente 50 g de
solo do testemunho 1 em capsula de inox, previamente pesada em balanca analitica. Em
seguida a capsula com solo foi colocada em forno mufla a 105 °C, por 2 horas (TEDESCO et
al., 1995). A céapsula retirada da estufa foi esfriando por 10 a 15 mim, em dessecador, antes de
ser pesada novamente. O teor de umidade em percentual (%, m m™) foi calculado pela
diferenca de massa de solo imido e do seco dividido pela massa de solo tmido vezes 100.

A determinacdo do pH do solo de cada tratamento foi realizada em agua (com relacao
de solo: 4gua 1:1, v v't), com um total de 10 mL. A leitura do pH foi realizada em peagadmetro
com eletrodo de membrana de vidro, previamente calibrada, segundo metodologia de
TEDESCO et al., 1995.

6.1.4 Analise estatistica

Todos os testes foram realizados em triplicatas e os resultados das analises
respirométricas e cromatograficas foram analisados estatisticamente pelas comparacfes das

médias e variancia pelo teste de Tukey, com diferencas significativas de p < 0,05.

6.2 RESULTADOS E DISCUSSOES
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6.2.1. Analise Respirométrica

Os resultados das medidas das concentragdes de CO. produzidos pelos micro-
organismos do solo, de cada tratamento no sistema fechado A, em funcdo do tempo estéo

mostrados na Figura 6.1.
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Figura 6. 1 Concentracdo de CO> liberada pelos micro-organismos do solo nos seguintes

tratamentos: 1- testemunho 1 (solo in natura e pH 5); 2- testemunho 2 (solo in natura, adigio de N e P na relacdo C:N:P

de 10:1:0,1, pH corrigido para 7); 3- atenuacdo natural (solo in natura, com 5% de gasolina comercial); 4- bioestimulagdo
(solo in natura com 5% de gasolina comercial, adicdo de N e P na relagdo C:N:P de 10:1:0,1, pH corrigido para 7); 5-
bioestimulagdo com bioaumentacdo (solo in natura com 5% de gasolina comercial, adicdo de N e P na relacdo C:N:P de

10:1:0,1, pH corrigido para 7 e adicdo de inéculo 10® UFC g* do consércio N1), em funcéo do tempo.

Pela Figura 6.1 verifica-se que os tratamentos que apresentaram maior liberacdo de
CO2 no solo, no tempo estudado (60 dias), foram o testemunho 1 (1.520,36 mg kg?), a
bioaumentagdo com bioestimulagdo (1.152,26 mg kg') e a atenuacdo natural (1.116,90
mg kgl) quando comparados com os processos de bioestimulagdo (1031,35 mg kg?) e o
testemunho 2 (975,00 mg kg?). O fato de o testemunho 1 ter liberado uma concentragéo

maior de CO. em relacdo ao testemunho 2, pode indicar que os nutrientes da relacdo C:N:P
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adicionados podem ter inibido a atividade microbiana do solo, ao invés de aumentar a mesma,
nas condicdes estudadas.

Segundo alguns autores (Mohammed et al., 2000; Pala et al., 2002; Sabaté et al.,
2004, Spinelli, 2005; Bento et al., 2005), a relacdo de carbono, nitrogénio e fosforo (C:N:P)
mais utilizada é de 100:10:1 ou de 10:1:0,1. Muitos desses autores, ao empregarem estas
relagdes de C:N:P, ndo obtiveram as melhores degradagdes do contaminante estudado, mesmo
com bioventilacido (PALA et al., 2002; SABATE et al., 2004). No presente trabalho foi
aplicada a relacdo de C:N:P de 10:1:0,1 e se observou que os nutrientes utilizados também
ndo aceleraram a degradacdo da gasolina (contaminante), nas condi¢des estudadas,
confirmando os dados da literatura (PALA et al., 2002; SABATE et al., 2004; MADIGAN et
al., 2004; SHEWFELT et al., 2005).

No presente trabalho, nos tratamentos com gasolina comercial, verificou-se que 0s
processos de atenuacdo natural e bioaumentacdo com bioestimulacdo apresentaram
concentragdes semelhantes na liberacdo de CO, a partir de 41 dias. Isto indica que o0s
processos de bioaumentagdo com bioestimulagdo, mesmo com a adicdo de nutrientes, ndo
apresentaram total inibicdo a atividade microbiana dos micro-organismos do solo in natura e
do consorcio inoculado. Tal comportamento se verifica pela maior liberagdo de CO: (figura
6.1) no processo de bioaumentacdo com bioestimulacdo em relacdo aos processos de
bioestimulacéo e testemunho 2, nos periodos de 41 até 60 dias.

No presente estudo, os valores das concentracdes de CO> indicam que a concentracdo
de nutrientes utilizados podem ter inibido a microbiota do solo em cada tratamento que
utilizou esta relagdo de nutrientes (testemunho 2, bioestimulacdo e bioaumentacdo com
bioestimulacdo) em relacdo aos que ndo utilizaram (testemunho 1 e atenuagdo natural), nas
condicdes estudadas. Entretanto, conforme Baker & Moore (2000), mesmo sendo dispendiosa
a aplicacdo de nutriente no meio contaminado, os nutrientes podem gerar elevadas taxas de
degradacéo, dependendo da forma como o nitrogénio foi adicionado. O nitrogénio tem sido
utilizado nas formas de uréia (MIELLICK, 1991), cloreto de aménio (MOHAMMED et al.,
2000; SHEWFELT et al., 2005), nitrato de aménio (CUNHA et al., 1996, 1997, 2000; PALA
et al., 2002; SABATE et al., 2004; SPINELLI, 2005; SHEWFELT et al., 2005), e sulfato de
amoénio (BENTO et al., 2005). Geralmente, o nitrogénio amoniacal (ion aménio, NH4*) é
preferido no metabolismo microbiano, pois este ion requer menor energia dos micro-
organismos para ser assimilado (JONIO et al., 2000; SHEWFELT et al., 2005). Como neste
trabalho, o nitrogénio disponibilizado como nutriente foi na forma de nitrato de aménio, o

nitrato pode ter inibido ou influenciado a degradacéo dos compostos da gasolina pelos micro-
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organismos, nas condicOes estudadas, concordando com SHEWFELT et al. (2005). Segundo
estes autores, a taxa de degradacéo foi relativamente baixa com o uso de nitrato. Isto se deve a
baixa eficiéncia microbiana em metabolizar o nitrato. Entretanto, estes mesmos autores
verificaram que a forma amoniacal (ion aménio, NH4*) como Unica fonte de nitrogénio, na
relagdo de C:N 10:1, apresentou melhor degradacdo da gasolina no solo, nas condicgdes

estudadas.

6.2.2 Andlises Biologicas: Heterotroficos

A Figura 6.2 mostra os resultados da estimativa da populacdo NMP de heterotroficos
totais existentes nas amostras de solos, de cada tratamento no sistema fechado A, em funcéo

do tempo de ensaio (60 dias).
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Figura 6.2 Logaritmo do Numero Mais Provavel (NMP) de heterotroficos totais do solo

estudado nos seguintes tratamentos: 1- testemunho 1 (solo in natura com pH 5); 2- testemunho 2 (solo in natura

com adicdo de N e P na relagdo C:N:P de 10:1:0,1 e pH corrigido para 7); 3- atenuagdo natural (solo in natura com 5% de
gasolina comercial); 4- bioestimulacéo (solo in natura com 5% de gasolina comercial, adi¢cdo de N e P na relacdo C:N:P de
10:1:0,1 e pH corrigido para 7); 5- bioestimula¢do com bioaumentag&o (solo in natura com 5% de gasolina comercial, adicéo
de N e P narelagio C:N:P de 10:1:0,1, pH corrigido para 7 e adicdo de inéculo 10® UFC g do consorcio N1), em fungéo do

tempo.

Pela Figura 6.2 observa-se que no tempo de ensaio de até um dia houve diminui¢édo da
NMP de heterotroficos totais, exceto nos testemunhos 1 e 2. A maior reducdo de micro-
organismos observada foi no processo de bioaumentacdo com bioestimulacdo. Ja a partir de

um dia de ensaio até 10 dias, os valores medidos da populagéo de heterotroficos totais foram
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relativamente constantes, com pequenas variagdes, em todos os ensaios. Porém, de 10 a 20
dias os tratamentos de bioaumentacdo com bioestimulacdo e de atenuagdo natural mostraram
um comportamento diferente dos demais tratamentos, onde no primeiro aumentou e no
segundo diminuiu a estimativa do NMP de heterotroficos totais.

Nos tempos de 20 a 60 dias, os valores da estimativa do NMP de heterotroficos totais
apresentaram poucas variag0es entre os tratamentos estudados. Isto ocorreu, provavelmente,
devido aos baixos teores de oxigénio gerados no sistema fechado, devido aos periodos mais
longos entre uma coleta e outra. Além disso, o testemunho 2 (com nutrientes no solo)
apresentou baixos valores de NMP de heterotroficos totais (4,8 log), no tempo zero.
Entretanto, o valor do NMP de heterotroficos totais aumentou para 5,8 log g %, em 10 dias de
ensaio. A partir desse tempo (10 dias), até o final do ensaio o valor do NMP de heterotréficos
totais diminuiu a aproximadamente, 1 log g .

A variacdo observada nos valores do NMP de heterotréficos totais medidos (Figura
6.2) pode ser indicativo de mudanca na biodiversidade da microbiota com a predominancia de
organismos hidrocarbonoclasticos (BENTO et al.,, 2005). Segundo Mariano (2006), a
biomassa microbiana total ativa, pode diferir na composicdo de espécies e em regimes
metabdlicos. Isto pode também ter contribuido na variagdo dos valores do NMP de
heterotréficos totais medidos (Figura 6.3). Pelas Figuras 6.2 e 6.3 nota-se que a gasolina
comercial e/ou nutrientes, podem ter gerado a diminuicdo da microbiota (nativa ou com
indculo) do solo, ja em 1 dia de ensaio. Isto € mostrado pela medida do NPM de
heterotroficos totais (Figura 6.2), principalmente, nos tratamentos de bioaumentacdo com
bioestimulacdo e bioestimulacdo. As concentragdes de CO» (Figura 6.2) medidas, nos
tratamentos aqui estudados, aumentaram significativamente a partir de 20 dias de ensaio,
sendo que no final do mesmo, todos os tratamentos apresentaram concentracdes de CO:
maiores que 900 mg kg-1 de solo. Observa-se também, nestas mesmas figuras, que no periodo
de 41 até 60 dias, as concentracbes de CO> para os tratamentos de bioestimulacdo de
bioestimulagio (644,47 mg kg* de solo em 41d e de 1.100,53 mg kg* de solo em 60 d), e 0
testemunho 2 (534,77 mg kg™ de solo em 41d e de 853,01mg kg de solo em 60 d) os valores
desses se apoximaram, parcialmente das concentra¢fes do testemunho 1, no mesmo periodo
de experimento. Como neste trabalho, o nitrogénio disponibilizado como nutriente foi na
forma de nitrato de amonio, o nitrato pode ter inibido ou influenciado a degradacdo dos
compostos da gasolina pelos micro-organismos, nas condicdes estudadas, principalmente no

testemunho 2 e no processo de bioestimulagéo, concordando com SHEWFELT et al. (2005).

114



J& pela medida do NPM de heterotroficos totais verificou-se que para 0 mesmo
periodo os valores medidos desses foram, praticamente, constantes nos tratamentos estudados.
Também se pode observar que, a partir do periodo de 10 dias, até o de 20 dias houve
diminuicdo da medida do NPM de heterotrdficos totais nos tratamentos de atenuagéo natural
(1 log g 1), do testemunho 1 (0,5 log g ) e testemunho 2 (0,5 log g ), e aumento nos
tratamentos de bioestimulagdo (0,5 log g ) e de bioaumentacdo com bioestimulagéo (1 log g -
1)_

Além disso, nota-se que o testemunho 1 foi o tratamento que mais liberou CO:
(Figura 6.1) e que manteve um comportamento praticamente igual em relagdo ao valor
medido do NPM de heterotréficos totais, durante todo o experimento. Os demais tratamentos
apresentaram aumento da liberacdo de CO2 com o aumento do tempo tendendo a se aproximar
dos valores do testemunho 1. Houve mais variacdes dos valores das medidas do NPM de
heterotréficos totais durante alguns periodos tais como: de 0 a 1 dia e de 7 a 20 dias. Também,
nota-se no periodo de 7 a 20 dias, diminuigdo das medidas do NPM de heterotroficos totais na
maioria dos processos, exceto nos processos de bioestimulacdo com e sem bioaumentacdo que

continham gasolina comercial.

A reducdo de micro-organismos mostrada nestes tratamentos, provavelmente, ocorreu
devido aos baixos teores de oxigénio no sistema fechado A nos periodos em que o
experimento ficou por mais tempo fechado. Isto pode ter gerado um ambiente anaerébio, que
pode ter influenciado a degradacdo dos compostos pelos micro-organismos nestes periodos,

conforme pode ser observado mais adiante no item 6.2.4.

6.2.3 Estimativa da Populacdo Bacteriana total

A Figura 6.3 mostra os resultados da estimativa da populacdo média, através do
logaritmo da unidade formadora de colonias (UFC) de bactérias totais nas amostras de solos
dos tratamentos em funcéo do tempo de experimento (60 dias).

Pela Figura 6.3 observa-se que os valores de UFC de bactérias medidos aumentaram
até o primeiro dia de ensaio, exceto para os tratamentos 2 (testemunho com adicdo de C, N e

P) e 4 (bioestimulacéo), os quais permaneceram praticamente constantes. A partir deste tempo

115



de ensaio, até o tempo final verificou-se uma variacéo, nos valores medidos de 4,5 a 6,5 log™
nos ensaios.

Nota-se ainda que, entre 5 a 10 dias de ensaio, 0 testemunho 2 e o tratamento 5
(bioestimulagdo com bioaumentagdo) apresentaram aumento de 1 log g * de UFC de
bactérias. A partir de 10 até 41 dias, percebe-se diminuicio de 1 log g *de bactérias nestes
mesmos tratamentos. Tal comportamento pode ser atribuido a pouca oxigenacdo do sistema
fechado.

Nos periodos de 41 a 60 dias, por meio das medidas de UFC de bactérias, verificou-se
que os valores medidos foram praticamente constantes nos tratamentos estudados e

aproximaram-se das medidas de UFC de bactérias do testemunho 1.
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Figura 6. 3 Estimativa média do logaritmo da unidade formadora de colénias (UFC) de

bactérias totais do solo estudado nos seguintes tratamentos: 1- testemunho 1 (solo in natura com pH 5); 2-

testemunho 2 (solo in natura com adi¢do de N e P na relagdo C:N:P de 10:1:0,1 e pH corrigido para 7); 3- atenuagéo natural
(solo in natura com 5% de gasolina comercial); 4- bioestimulagéo (solo in natura com 5% de gasolina comercial, adi¢do de
N e P na relagdo C:N:P de 10:1:0,1 e pH corrigido para 7); 5- bioestimulagdo com bioaumentacéo (solo in natura com 5% de
gasolina comercial, adicio de N e P na relagdo C:N:P de 10:1:0,1, pH corrigido para 7 e adicdo de in6culo 10% UFC g do

consorcio N1), em fungéo do tempo.

6.2.4 Analises cromatograéficas
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As Figuras 6.4 e 6.5 mostram os resultados das medidas das concentracdes dos
compostos etanol (Figura 6.5) e TPH (Figura 6.5), da gasolina comercial, em relacdo aos
processos de biorremediacédo do solo, no sistema fechado B, em func¢éo do tempo de estudo.

Pelo grafico mostrado na Figura 6.4 observou-se que as concentragdes do composto
etanol da gasolina comercial em solo nos processos estudados reduziram em tornos de 67,6 a
74,0%, em 1 dia de experimento, de 69,5 a 75,0% ,em 5 dias de experimento e de 94,0 a
95,6% aos 19 dias de experimento. Aos 50 dias, verifica-se que o composto etanol da gasolina
comercial, em todos os processos avaliados, apresentou reducédo de até 99%, ndo apresentando

diferengas significativas entre os demais processos.
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Figura 6. 4 Percentuais de Reducdo (%) do composto etanol em solo em relacdo aos
tratamentos (bioestimulacdo, bioaumentacdo com bioestimulacdo e atenuacdo natural) com

gasolina comercial, em funcéo do tempo.

Nota-se pela figura 6.4 que houve, em 5 dias de experimento a maior reducdo do
composto etanol, uma vez que mais da metade foi reduzido. A partir dai, houve um
decréscimo na taxa de reducdo, uma vez que aos cinquenta dias, ainda havia etanol presente
nas amostras. Este decréscimo da taxa de reducdo do composto etanol, pode ter sido causado
por varios fatores, como o0s nutrientes nos tratamentos que foram adicionados nitrogénio e
fosforo e, principalmente, em todos os tratamentos podem ter ocorrido condi¢fes anaerdbias,
a partir de 19 dias, devidos aos baixos teores de oxigénio, que podem ter sido gerados no
sistema fechado.

O etanol pode influenciar na degradacdo dos compostos da gasolina pelos micro-

organismos, visto ser este preferencialmente degradado em relagdo aos compostos BTX.
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Segundo a literatura (SILVA, 2002; MARIANO, 2006; SOARES, 2006) a degradacao
preferencial do etanol pela microbiota do meio ocorre por ele ser hidrofilico, e por apresentar
enzimas degradadoras mais facilmente que os hidrocarbonetos (RICE, 2000) e, também, por
estar presente na maioria das rotas metabdlica do ambiente (ALVAREZ et al., 2002). As
enzimas geradas na microbiota do solo que podem degradar os compostos BTX, demandam
um maior tempo de contato com o contaminante para serem formadas (DEEB et al., 2002) ao
contrario do etanol. Além disso, o etanol pode influenciar na degradacdo dos hidrocarbonetos
da gasolina, devido ao efeito de co-solvéncia (CORDAZZO, 2000; ALVEZ, 2002;
OLIVEIRA et al., 2004; SOARES, 2006) em solo e em agua. E pode também desfavorecer ou
favorecer a biodegradacdo dos hidrocarbonetos da gasolina. A biodegradacdo dos
hidrocarbonetos da gasolina pode ter sido desfavorecida devido ao consumo preferencial do
oxigénio do meio pelo etanol (CORDAZZO, 2000; CORSEUIL et al., 2009) ou poderia ser
favorecida devido a maior solubilidade destes compostos na presenca de etanol (SOARES,
2006; MORAES, 2008) e, assim, tornando-o0s mais biodisponiveis a microbiota do meio.

Segundo Beller et al. (2001), o etanol pode ser degradado preferencialmente em
relacdo aos BTEX. A degradacdo preferencial do etanol pode ser favorecida pelos aceptores
de elétrons tais como, 0 oxigénio e o nitrato e, também pelos nutrientes essenciais disponiveis
no meio. Esses fatores podem limitar o crescimento microbiano de bactérias capazes de
degradar os BTEX, conseqiientemente, diminuir a taxa de degradacdo dos BTEX. Esses
autores se contradizem quando afirmam que o etanol como contaminante do meio pode
também aumentar a populacdo microbiana que podem degradar os BTEX, e com isso auxilia
na degradacdo destes.

Pela Figura 6.5 observa-se que a reducdo dos compostos TPH da gasolina comercial
em solo nos tratamentos com bioestimulacdo, bioaumentacdo com bioestimulacdo, e
atenuacdo natural foram semelhantes nos periodos de 5, 19 e 50 dias de experimento. As
concentragcdes dos compostos TPH da gasolina comercial, no solo dos processos estudados,
reduziram em torno de 45,6 a 63,1%, em 1 dia, de 87,6 a 89,4%, em 5 dias, de 97,6 a 98,1%,
em 19 dias de ensaio em 99%, para todos os processos avaliados. Aos 50 dias, as

concetragdes do TPH néo apresentaram diferencgas significativas entre 0s processos estudados.
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Figura 6.5 Percentuais de Redugdo (%) dos compostos TPH em solo em relagdo aos
tratamentos (bioestimulacdo, bioaumentacdo com bioestimulacdo, e atenuacdo natural) com

gasolina comercial, em funcéo do tempo.

Pela figura 6.5 se verifica que, j& no primeiro dia de experimento, houve redugdo na
concentracdo dos compostos TPH em torno de 50%, exceto no processo de bioestimulacgéo.
Além disso, observa-se que com o avanco do tempo do experimento, a reducdo foi menor,
principalmente, a partir do quinto dia, até o final do experimento (50 dias). A menor reducao
da concentracdo dos compostos TPH, a partir do quinto dia de experimento, podem ter
ocorrido devido aos mesmos fatores citados acima para o composto etanol.

O sucesso da biodegradacdo aerdbia dependente do teor de oxigénio do meio, do nivel
metabolico, da adaptacdo genética da populacdo microbiana ao meio e também do
contaminante empregado (CHANG & DEVINNY, 2000). No trabalho aqui realizado, a taxa
de reducdo dos compostos TPH foi muito elevada (99%), a partir de 19 dias de experimento,
conforme mostra a Figura 6.5. Para Rahman et al. (2002), que utilizou 0,1 e 1% de uma
mistura de materiais (como: solo de dez diferentes area contaminadas com gasolina +
biossurfactante + consércio + residuos), a medida da degradagdo dos compostos TPH da
gasolina em seus experimentos, durante 60 dias, foi de 67 e 78% com 0,1 e 1% de uma
mistura de materiais, respectivamente. No presente trabalho, ndo foi utilizodo biossurfactante,
conhecido acelerador da biodegradacéo, e apresentou reducdo dos compostos TPH com valor
22% a mais, do que as obtidas no trabalho citado (RAHMAN et al., 2002), com tempo de
ensaio menor (50 dias). Nos testes de Cunha et al. (2004), realizados em blocos cubicos (30
cm? de area) de solo contaminado com gasolina comercial (25,5 v m™ ou 10 L para 39,15 kg™

de solo), contendo 22% de etanol, a redugcdo dos compostos TPH, nos processos de atenuacao
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natural e bioventilacdo foram de 74 e 98%, respectivamente, em 60 dias de ensaio. Neste
trabalho a reducdo dos compostos TPH da gasolina comercial com 24% de etanol foi
semelhante (99%) a obtida nos testes de CUNHA et al. (2004), no processo de bioventilacéo,
mesmo o sistema sendo diferente, fechado e com concentracdo de contaminante do solo de
5% (m mY).

O consércio N1, presente no processo de bioaumentacdo com bioestimula¢do deste
estudo ndo apresentou reducdo significativa dos compostos da gasolina comercial pela adicao
do indculo e com adicdo de nutrientes, como o esperado, em relacdo aos demais processos
sem in6culo e sem nutrientes. Isto provavelmente ocorreu devido a falta de oxigénio e/ou
devido a competitividade da microbiota nativa do solo. Conforme Jacques et al. (2005), tal
comportamento, provavelmente, ocorreu pela competitividade da microbiota nativa do solo e
também devido, provavelmente a inibicdo dos nutrientes a micorbiota nativa e inoculada, na
forma de de consorcios.

A formacéo de consorcios pela simples mistura de micro-organismos isolados do solo,
pode ndo resultar na soma de capacidade degradativa, devido a possibilidade de ocorrer
relaces antagbnicas e sobreposicdo de nicho ecoldgico na degradacdo dos hidrocarbonetos no
solo (JACQUES et al., 2005). Outros fatores que podem ter influenciado nos resultados
apresentados pelo consércio N1 sdo: concentragdo e formas dos nutrientes, baixo teor de
oxigénio e a concentracédo de etanol (24%), presente na gasolina comercial.

Comparando-se a reducdo do composto etanol (Figura 6.4) com a dos compostos TPH
das (Figura 6.5) no solo, nos diferentes processos estudados, verifica-se que, no primeiro dia
de ensaio, houve uma menor reducdo dos compostos TPH (até 60%) em relagdo ao composto
etanol, que foi de até 70%. A maior reducdo do composto etanol em relacdo aos TPH se
explica, segundo a literatura (ULRICH, 1999; BELLER et al.,, 2001; SILVA, 2002;
MARIANO, 2006; SOARES, 2006), pela degradacdo preferencial do etanol e pelo fato do
mesmo ser hidrofilico (ULRICH, 1999; BELLER et al., 2001; SILVA, 2002; MARIANO,
2006; SOARES, 2006). Isto provavelmente ndo ocorreu com os hidrocarbonetos porque estes
sdo hidrofébicos (CORSEUIL et al., 1998; RICE, 2000; POWERS et al., 2001; ALVAREZ &
HUNT, 2002).

Nas medidas mostradas pelos graficos das figuras 6.4 e 6.5, verifica-se que, no quinto
dia de ensaio, ndo se percebe diferenca na reducéo do etanol em relagdo ao inicio do ensaio (1
dia). Os compostos TPH mostraram um aumento da reducdo neste mesmo periodo. Isto
ocorreu, provavelmente, devido ao efeito de co-solvéncia que o etanol gera por estar presente

na gasolina comercial. Devido a isto pode ter havido o favorecimento da solubilidade dos
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hidrocarbonetos no solo tornando-o0s mais biodisponiveis a microbiota do solo, concordando
com dados da literatura (BELLER et al., 2001).

As Tabelas 6.1 a 6.5 apresentam os resultados das concentragdes dos compostos BT X
e C9+ da gasolina comercial, em relacéo aos processos de biorremediacdo do solo, em funcgéo
do tempo de estudo.

Os compostos benzeno, tolueno e xilenos (BTX) apresentaram 0 mesmo
comportamento mostrado pelos compostos TPH, para 0 mesmo periodo de ensaio, de 1 a 5
dias (Tabelas 6.1 a 6.3). Porém, a partir de 19 até 50 dias de ensaio, observa-se que todos 0s
compostos da gasolina comercial (etanol, BTX, C9+ e TPH) apresentaram uma reducéo
semelhante nas suas concentracdes. Provavelmente, isto ocorreu devido ao baixo teor de
oxigénio presentes no sistema fechado neste periodo de ensaio, que podem ter gerado

condicdes anaerobias.

Tabela 6. 1 Concentracbes do benzeno no solo pelos processos de biorremediagcdo em fungéo

do tempo de ensaio

BENZENO
Processos/ Concentracao média no solo
Tempo (% de reducéo do benzeno em relacéo ao tempo zero)
(dias) Atenuacio Bioaumentagdo com Bioestimulagéo
natural bicestimulagdo
0 411 + 13 mg.kg? 377+ 19 mg.kg? 384+ 13 mg.kg™*
1 161 + 2 mg.kg™* 174+3 mg .kg! 211429 mg.kg?
(60,8%) (53,8%) (45,0%)
5 42 + 8 mg.kg? 53+18 mg.kg! 46+14 mg.kg*
(89,8%) (85,9%) (88,0%)
19 10 £ 0 mg.kg* 6+2 mg.kg? 7+0 mg.kg*
(99,4%) (98,4%) (98,2%)
50 4 +1 mg.kg? 5+2 mg.kg? 441 mg.kg?
(99,7%) (99,0%) (99,0%)

OBS: percentual (%) de redugédo do composto benzeno no tratamento estudado em cada tempo em relagdo

ao tempo zero.

A Tabela 6.1 mostra a concentracdo media de benzeno da gasolina comercial no solo,

para um tempo de ensaio de até 50 dias. Analisando-se a concentracdo de benzeno nos
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processos estudados verifica-se uma maior biodegradacdo no primeiro dia ensaio, nos
processos de atenuacdo natural (benzeno: 161+2 mg.kg') e de bioaumentagdo com
bioestimulagio (benzeno:174+3 mg kg™), do que no processo de Bioestimulagio (benzeno:
211+29 mg kg'). A partir do quinto dia até o final do ensaio (50 dias), ndo se verificam
diferencas significativas nas concentragdes do benzeno, entre os processos estudados, pois a
mesma situou-se na faixa de reducdo de 85 a 99%, conforme dados estatisticos. Apesar da
significativa reducdo do benzeno mostrada na Tabela 6.1, as concentracdes medidas nao
atendem a legislacdo ambiental que é de 0,08 mg kg™ para area residencial, e 0,15 mg kg™
para area industrial (CETESB, 2005). Isto indica que o mesmo pode ser um composto
recalcitrante (TROVAO, 2006) e, esse resultado é alarmante nas condicdes estudadas, pois o

benzeno é o mais toxico dos compostos BTX.

Tabela 6. 2 Concentrag¢des do tolueno no solo pelos processos de biorremediagdo em funcéo
do tempo de ensaio

TOLUENO
Processos / Concentracao média no solo e
Tempo % de reducdo em relacéo ao tempo zero
(dias) Atenuago Bioaumentag&o com Bioestimulagéo
natural bioestimulagéo
0 1292453 mg.kg™ 1220+ 4 mg.kg* 1206+40 mg.kg™
1 452+7 mg.kg! 482+11 mg.kg 541+75 mg.kg?
(65,0%) (60,0%) (52,7%)
5 149+37 mg.kg™? 171+40 mg.kg? 150+24 mg.kg*
(88,5%) (86,0%) (87,6%)
19 23+1 mg.kg? 11+4 mg.kg*? 12+1 mg.kg*
(98,2%) (99,1%) (99,4%)
50 6+2 mg.kg* 8+1 mg.kg? 7+1 mg.kg*
(99,5%) (99,3%) (99,7%)

OBS: percentual (%) de redugio do COMPOStO tolueno em relacdo ao tempo zero de ensaio.

A Tabela 6.2 exibe a concentracdo média de tolueno da gasolina comercial no solo
nos processos de atenuacdo natural, bioaumentacdo com bioestimulacdo e bioestimulacdo,
para um tempo de ensaio de até 50 dias. Avaliando-se a concentragdo de tolueno, no primeiro

dia de ensaio verifica-se uma maior biodegrada¢do do mesmo, nos de processos de atenuagéo
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natural (tolueno: 452+7 mg.kg?) e de bioaumentagdo com bioestimulagéo (tolueno: 482+11
mg.kg™), em relagdo ao processo de bioestimulagio (tolueno: 541+75 mg.kg™). A partir do
quinto dia até o final do ensaio (50 dias), ndo se verificam diferencas significativas nas
concentracdes do tolueno entre os processos estudados, pois a mesma situou-se na faixa de
reducdo de 99,3 a 99,7%. Entretanto, nos periodos de 19 a 50 dias de ensaio, a biodegradacdo
do tolueno da gasolina comercial, no solo, em todos 0s processos avaliados, atendem a

legislacdo ambiental (ver dados da Tabela 6.2).

Tabela 6. 3 Concentrag¢Ges dos xilenos no solo pelos processos de biorremediagdo, em fungédo

do tempo de ensaio.

XILENOS
Processos/ Concentracao média no solo e
Tempo % de reducdo em relacdo ao tempo zero
(dias) Atenuacdo Bioaumenta¢do com Bioestimulagéo
natural bioestimulagéo
0 223684 mg.kg* 1888+13 mg.kg™ 2283 + 85 mg.kg™
1 670463 mg.kg* 608+2 mg.kg* 914+194 mg.kg™*
(70,0%) (67,8%) (60,0%)
5 204440 mg.kg* 171425 mg.kg? 219 + 30 mg.kg*
(90,9%) (90,9%) (90,4%)
19 35+2 mg.kg? 19+8 mg.kg™* 21+1 mg.kg?
(98,4%) (99,0%) (99,1%)
50 11+4 mg.kg* 13+3 15+1 mg.kg*
(99,5%) (99,3%) (99,3%)

OBS: percentual (%) de reducédo dos compostos xilenos em cada tempo em relagdo ao tempo zero.

A Tabela 6.3 exibe a concentragdo média dos compostos xilenos da gasolina
comercial no solo nos processos de atenuagédo natural, bioaumentacdo com bioestimulacéo e
bioestimulacdo, para um tempo de ensaio, de até 50 dias. Avaliando-se a concentracdo dos
xilenos, no primeiro dia de ensaio, verifica-se uma maior biodegradacdo do mesmo nos
processos de atenuacdo natural (xilenos: 670+63 mg.kg?) e de bioaumentagio com
bioestimulagio (xilenos: 608+2 mg.kg™), em relagdo ao processo de bioestimulagio (xilenos:
596+255 mg.kg™). A partir do quinto dia, até o final do ensaio (50 dias), ndo se verificam
diferencas significativas nas concentracdes dos xilenos, entre os processos estudados, pois a

mesma situou-se na faixa de reducdo de 99,3 a 99,5%, conforme dados estatisticos.
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Entretanto, nos periodos de 19 a 50 dias de ensaio, a biodegradacéo dos xilenos da gasolina
comercial, no solo, em todos os processos avaliados, atendeu a legislagdo ambiental (ver
dados da Tabela 6.3).

A Tabela 6.4 exibe a concentracdo média dos compostos C9+ da gasolina comercial,
no solo, nos processos de atenuacdo natural, bioaumentacdo com bioestimulacdo e

bioestimulacdo, para um tempo de ensaio, de até 50 dias.

Tabela 6. 4 Concentragfes dos compostos C9+, no solo, pelos processos de biorremediacéo

em funcéo do tempo de ensaio

Co+
Concentracédo média no solo e

Processos % de reducdo em relacdo ao tempo zero

Tempo (dias)

Atenuacdo natural

Bioaumentagdo com

bioestimulagéo

Bioestimulagéo

0 2991+16 mg.kg? 2731+51 mg.kg* 3175426 mg.kg*

1 10244139 mg.kg* 857+2 mg.kg? 17644483 mg.kg?
(65,8%) (68,6%) (44,4%)

5 281+43 mg.kg? 232420 mg.kg? 307+68 mg.kg*
(90,6%) (91,5%) (90,3%)

19 32+0 mg.kg? 23+12 mg.kg? 30+2 mg.kg?
(98,9%) (99,2%) (99,1%)

50 12+4 mg.kg* 23+3 mg.kg! 20+1 mg.kg?
(99,6%) (99,2%) (99,4%)

OBS: percentual médio (%) de reducdo e de desvio padrao dos compostos C9+ em cada tempo em relagéo

ao tempo zero.

Avaliando-se a concentracdo medida dos compostos C9+, verifica-se que, no primeiro
dia de ensaio, os processos de bioaumentacdo com bioestimulagio (C9+: 857+2 mg.kg? de
concentracgdo) e de atenuacgdo natural (1024+139 mg.kg? de concentracio), apresentaram a
maior biodegradacdo desses compostos, no solo estudado, quando comparados com o
processo de Bioestimulagdo (1764+483 mg.kg™ de concentragdo). A partir do quinto dia até o
final de ensaio (50 dias), nédo se verificou uma diferenca significativa entre os processos. Nos
periodos de 19 a 50 dias, a biodegradacao dos compostos C9+, da gasolina comercial, no solo,
em todos os processos avaliados, apresentou concentracdo menor que a permitida pela
legislagdo ambiental segundo, ACCIOLY & SIQUEIRA (2000).
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A partir do periodo de 19 a 50 dias de ensaio, todos 0s processos estudados
apresentaram concentragdes de compostos C9+ menores que 100 mg kg? (Tabela 6.4).
Segundo Accioly & Siqueira (2000), o valor de 100 mg kg de hidrocarbonetos totais,
atendem a legislacdo ambiental para areas residéncias. Considerando que os compostos C9+
apresentam alta contribuicdo para os hidrocarbonteos totais da gasolina comercial, estes

podem ser considerados praticamente como hidrocarbonetos totais.

Tabela 6. 5 ConcentracGes dos compostos BTX no solo pelos processos de biorremediacao,

por 50 dias de incubacao

Benzeno Tolueno Xilenos
Tratamentos Concentragéo| Desvio |Concentragdo| Desvio |Concentragdo| Desvio

(com 5% gasolina comercial) mg.kg*! Padrdo mg.kg*! Padrédo mg.kg*! Padrédo
Bioestimulagdo 4 0,75 7 0,94 15 0,79
Bioaumentacdo com
bioestimulagdo 5 1,63 8 14 13 2,64
Atenuacéo natural 4 1,01 6 1,65 11 3,53
Legislacdo ambiental para solos
em area residencial* 0,08 mg.kg* 30 mg.kg* 30 mg.kg*
Legislacdo ambiental para solos
em area industrial* 0,15 mg.kg* 75 mg.kg* 70 mg.kg*

Obs: * Fonte CETESB (2005)

Pela Tabela 6.5 verificam-se as concentragdes dos compostos BTX da gasolina
comercial, no solo, nos diferentes processos estudados, aos 50 dias, que podem ser
comparadas aos valores da legislacdo ambiental em relagdo as areas. Nota-se, nesta tabela, que
somente 0 composto benzeno ndo atendeu aos valores exigidos pela Legislacdo, para as areas:

residencial e industrial, em todos os processos valiados nas condig¢des estudadas.
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6.3 CONCLUSOES

O percentual de reducéo dos hidrocarbonetos totais, em 50 dias, foi de até 99% conforme
processos avaliados, atendendo a Legislacdo Ambiental. O mesmo comportamento foi
verificado nos compostos aromatico toluenos e xilenos. Ja o benzeno permaneceu com valores
acima da legislacdo, em todos os processos estudados. Neste estudo, os tratamentos com
adicdo de nutrientes (bioestimulacdo, com e sem bioaumentacdo e testemunho 2), sofreram
inibicdo destes e ndo aceleraram a degradacdo da gasolina como foi observado pela liberacéo
de CO2, podendo, inclusive, ter inibido a adicdo do inéculo N1 do processo de

bioaumentacéo, nas condicOes estudadas.
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Avaliacdo do comportamento dos compostos dos combustiveis gasolina
comercial, gasolina e etanol, em solo, pelos processos de atenuacdo natural e

bioestimulacéo (1% de glicose): escala piloto e de laboratério

RESUMO

Segundo levantamento das areas contaminadas do Estado de S&o Paulo, da Companhia
Ambiental do Estado de S&o Paulo (CETESB, 2009), 79% foram devido a contaminagdes
com combustiveis, principalmente causados por vazamentos em tanques de armazenamento
subterraneos (TAS) dos postos de combustiveis (2.279 postos). No ano anterior, em 2008, das
areas contaminadas no Estado de S&o Paulo, 78% foram provenientes de vazamentos dos TAS
de postos de combustiveis (CETESB, 2008), o que mostra a grave situacdo dos mesmos.
Visto que, esses vazamentos provocam contaminagdo no ambiente, muitas vezes irreversiveis,
0 que implica que os processos efetivos de descontaminacdo do solo e de aguas subterranea
sejam aplicados, sendo os processos de biorremediagdo 0s mais comumente utilizados.

Neste trabalho foram empregados dois processos de biorremediacdo, no solo,
bioestimulagdo (microbiota nativa com adicdo de 1% m m™ de glicose) e atenuagio natural
(microbiota nativa), em dois sistemas de estudo: fechado (frascos 1,5 L tampados) e aberto
(tubos de PVC- 5 cm de diametro X 100 cm de comprimento), contaminados com 5% do
combustivel gasolina comercial, ou gasolina pura ou etanol. Os experimentos feitos nos
processos empregados, em sistema fechado, revelaram que as concentracdes determinadas de
compostos BTX, contidos nas gasolinas comercial e pura, em 150 dias, de ensaio, ficaram
abaixo dos valores de interdicdo ambiental (CETESB, 2005). Além disso, neste sistema, a
reducdo das concentraces dos compostos etanol, C9+ e TPH dos combustiveis estudados,
foram de até 99%, em 150 dias de ensaio. J& no sistema aberto, somente 0os compostos dos
combustiveis gasolina comercial e etanol reduziram, acentuadamente, em todas as
profundidades estudadas (1, 50 e 100 cm). Para os compostos BTX da gasolina comercial, em
ambos 0s processos e, em todas as profundidades avaliadas, as concentragdes determinadas

apresentaram valores abaixo dos valores considerados poluentes pela Legislacdo Ambiental.
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Entretanto, nos processos estudados que empregaram gasolina pura, a reducdo dos compostos
BTX néo atendeu a legislacdo ambiental vigente, somente na profundidade de 1 cm.

7.1 MATERIAL E METODOS

7.1.1 Solo

O solo, in natura, assim utilizado, foi denominado por ndo conter nenhum historico de
contaminacdo. As amostras deste solo foram coletadas em uma &rea localizada na Companhia
Petroquimica do Sul (COPESUL, hoje BRASKEM S.A.). O solo empregado como amostra,
foi classificado como argissolo vermelho distrofico (segundo EMBRAPA, 1999). Este foi
transportado e estocado (em saco fechados) adequadamente e acondicionados em ambiente
com temperatura de 4°C. Antes dos experimentos, 0 mesmo foi seco a temperatura ambiente
em bandejas, seguido de peneiramento em peneira de 6 mm (SABATE et al., 2004) e
guarteamento. As analises dos solos foram efetuadas de acordo com Tedesco et al. (1995), no
Laboratorio de Analises de Solo da Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (Anexo 3).

7.1.2 Combustiveis

Os combustiveis utilizados nos experimentos foram gasolina comercial com 24% de
etanol, gasolina pura e etanol sendo os mesmos fornecidos pela Cia. Petroquimica do Sul
(COPESUL, hoje BRASKEM). Estes foram transportados e estocados em frascos de vidro,
cor ambar, hermeticamente fechados, e acondicionados em ambiente com temperatura de 4°C.
A caracterizacdo quimica dos combustiveis foi feita pela BRASKEM S.A. por cromatografia
a gas, em um cromatdgrafo gasoso Agilent - modelo 6890, equipado com detector de massas
(Agilent modelo 5973). (Anexo 2)
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7.1.3 Experimentos

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas. Nestes foram empregados dois
processos de biorremediacdo, atenuacdo natural (microbiota nativa), e bioestimulacdo
(microbiota ativa e 1% de glicose) (MIELNICZUK, 1991 e YADAV & REDDY, 1993), em
sistema aberto (tubos de PVC de 5 cm de didmetro X 100 cm de compimento) e fechado
(frascos de vidro com 1,5 L, com tampas). As amostras de solo foram contaminadas com 5%
de combustivel (gasolina pura, ou gasolina comercial ou etanol), conforme literatura
(PRENAFETA-BOLDU et al., 2004; LABUD et al., 2007), pela superficie.

A umidade do solo foi corrigida para 12% (SPINELLI et al., 2002; SHEWFELT et
al., 2005), sendo a adicdo de 1% de glicose precedida a correcdo da umidade.

7.1.4 Tratamentos das amostras

Os tratamentos utilizados tanto para o sistema fechado como para o aberto, nos dois
processos empregados foram os seguintes: 1- testemunho 1 (solo); 2- testemunho 2 (solo com
1% de glicose); 3- atenuacdo natural (solo com 5% gasolina comercial); 4- bioestimulacao
(solo com 1% de glicose e 5% gasolina comercial); 5- atenuacdo natural (solo com 5%
gasolina pura); 6- bioestimulacdo (solo com 1% de glicose e 5% gasolina pura); 7- atenuagéo
natural (solo com 5% etanol); 8- bioestimulacdo (solo com 1% de glicose e 5% etanol). No
sistema fechado, foi utilizado mais um tratamento denominado branco. Este tratamento foi
feito em frasco de vidro (item 7.1.5), sem amostra, que continha somente um béquer de 50
mL com 20 mL de NaOH 0,4 mol L™, para absorver e quantificar o CO2 do ambiente. O valor
de CO2 do ambiente determinado foi subtraido do valor medido de CO. nos demais

tratamentos.
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7.1.5 Amostragem em sistema fechado

No sistema fechado (Figura 7.1; Spinelli et al, 2002; Bento et al., 2005) utilizou-se
frascos de vidro de 1,5 L com 200 g de solo, in natura, com e sem contaminacdo de 5% de
combustivel. As coletas das amostras de solo dos tratamentos (item 7.1.4) empregados foram
feitas somente nas profundidades de 1 cm. Os periodos de amostragem desse experimento
foram de: 0, 1, 2, 3, 7, 15, 30, 70, 90 e 150 dias. Nas amostras coletadas, em cada periodo,
foram realizadas as analises cromatogréaficas, respirométricas e de teores de umidade. Nos
periodos de 0 e 150 dias, foram realizadas analises bioldgicas (heterotroficos e degradadores)

e determinagdo do pH do solo.

Figura 7. 2 Sistema fechado, com frascos de vidro com 1,5 L, com amostra de solo.

a= branco e b= tratamentos

7.1.6 Amostragem no sistema aberto

O sistema aberto (Figura 7.2), foi conduzido com tubos de PVC (SPINELLI, 2005)
com 5 c¢cm diametro por 100 cm de comprimento contendo 2,15 kg de solo, in natura,
contaminado ou ndo com combustivel, conforme tratamentos descritos no item 7.1.4. Este
experimento foi iniciado em fevereiro (verdo no Brasil), com temperaturas variando de 35 a
40°C e, a partir dos 70 dias de experimento, as temperaturas variaram de 30 a 35°C, até o final
do experimento (150 dias). A altura estabelecida para as coletas das amostras de solo nos
tratamentos empregados (item 7.1.4) foi de 1 e 50 cm, a partir da superficie. Estas coletas
foram realizadas, nos periodos de 0, 7, 15, 30, 70, 90 e 150 dias. Também foram feitas
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coletas de amostras nos 100 cm de profundidade somente para o periodo, zero e 150 dias. Isto
foi feito para verificar a biodegradacdo dos compostos dos combustiveis, no solo, em todas as
profundidades do tubo.

O potencial de degradacdo dos compostos das gasolinas, nos solos, foi verificado por
andlise cromatogréfica a gas (métodos USEPA, 8015-B e 5021). A determinacdo dos teores
de umidade (Tedesco et al., 1995), foram avaliados somente no testemunho 1 (solo in natura)
em todos os periodos de amostragem (0, 1, 2, 3, 7, 15, 30, 70, 90 e 150 dias). As analises
bioldgicas da populacdo de micro-organismos presentes nos solos dos tratamentos foram
realizadas pelo numero mais provavel (NMP) de degradadores e heterotroficos totais
(BRADDOCK & CATTERALL, 1999; BENTO et al., 2005) e, a determinacdo do pH do solo
(TEDESCO et al., 1995) dos tratamentos, foram realizadas nos periodos de amostragem, de

zero e 150 dias.

Figura 7. 3 Sistema aberto, com tubos de PVC.

7.1.7 Andlise cromatograéfica

As concentra¢des dos compostos etanol, BTX, C9+ e TPH dos combustiveis utilizados
(gasolina comercial, etanol, gasolina pura), no solo estudado, nos dois processos
(bioestimulacdo e atenuagdo natural) e, nos sistemas (fechado e aberto), foram medidas por
meio da técnica de cromatografia a gas, segundo procedimento descrito no item 5.1.12, do
estudo 1 e detalhada no Anexo 1.
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7.1.8 Andlise respirométrica

A andlise respirométrica foi realizada para medir a concentracdo de CO: liberado
durante o periodo de ensaio das amostras de solo dos tratamentos, em sistema fechado,

segundo o descrito no item 5.1.5, do estudo 1.

7.1.9 Analises Bioldgicas

A estimativa do namero de micro-organismos heterotroficos e de degradadores foi
realizada com a técnica do Nimero Mais Provavel (NMP) de micro-organismos (Bento et al.,
2005). Segundo Braddock & Catterall (1999), o método do NMP pode ser utilizado para
quantificar micro-organismos heterotréficos e degradadores de hidrocarbonetos, no solo. Este
método também pode indicar a dindmica populacional dos micro-organismos que atuam na
degradacdo de contaminantes organicos, em solos, e 0 impacto que 0s contaminantes podem
gerar a populagéo nativa do solo.

Os meios utilizados nas analises biolégicas de degradadores e heterotréficos foram o
meio Bushnell Hass - BH (BUSHNELL HASS, 1941), com indicador redox TTC (cloreto de
trifenil-tetrazélio; ATLAS & BARTHA, 1998; BENTO et al., 2005) e o meio nutritivo (ou
caldo nutritivo; PALA et al., 2002; BENTO et al., 2005), respectivamente.

O meio BH consiste de (g L %): 0,2 de MgSOQa, 0,02 de CaCl,, 1,0 g de KH2PO4, 1,0
de K2HPOg4, 1,0 de NH4sNOs e 0,05 de FeCls. A concentracdo da solugdo do indicador redox
cloreto de trifenil-tetrazélio (TTC), foi de 0,025g de TTC em 100 mL de agua destilada. O
meio de cultura usado, na analise de degradadores, foi preparado por meio da mistura de duas
solugdes uma com meio BH e outra com TTC, na proporcdo de 4:1, ou seja, 400 mL da

solugéo de meio BH e 100 mL da solugdo do indicador TTC, esterilizados em autoclave.
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7.1.9.1 Estimativa do NMP de heterotroéficos totais

Para a determinacdo da estimativa do numero mais provavel (NMP) de micro-
organismos heterotréficos totais, do solo, no sistema fechado e aberto, 0 meio utilizado foi o
caldo nutritivo (PALA et al., 2002; BENTO et al., 2005) e o procedimento da anélise segue

descrito no item 6.1.1.2 item A do estudo 2.

7.1.9.2 Estimativa do NMP de degradadores

A estimativa do NMP de degradadores de combustivel, no solo, foi realizada conforme
técnica do NMP proposta por Bradock & Catterall (1999), no sistema fechado e aberto. Nesta
técnica utiliza-se meio mineral Bushnell Hass (BH) com indicador redox TTC.

Esta analise utilizou um grama de amostra de solo de cada tratamento que foi
adicionado em 9 mL de &gua estéril, num tubo de ensaio. Em seguida foram retirados 100 pL
da amostra e adicionou-se a 900 pL de agua estéril, existente nos pocos da placa de diluigdo.
Depois de realizada as dilui¢ces sucessivas das amostras, 10 uL de inéculo de cada diluicdo,
foi adicionada a 200 uL do meio mineral incolor (BH/TTC), existente na placa de estireno
com 96 pocos, e mais 10 puL de combustivel foi adicionado no final, coforme cada tratamento.
Foram utilizadas cinco repeticGes para cada dilui¢do. A placa foi coberta com papel aluminio,
para evitar a foto-oxidacdo (do combustivel e do indicador) e colocada em estufa a 30°C, por
14 dias. Apos, 14 dias visualizou-se o término da analise pela mudanca de cor do meio
mineral BH/TTC, de incolor para coloracdo rosea (menor degradacao de hidrocarbonetos) ou
coloracédo roxa (maior degradacdo de hidrocarbonetos). E esses resultados foram estimados
pela Tabela do NMP (BRADDOCK & CATTERALL, 1999), para se obter os valores do
NMP de micro-organismos degradadores existentes em cada amostra, sendo os valores

obtidos expressos em log ml *NMP de degradadores totais por grama de solo.
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7.1.10 Anélises de teor de umidade e de determinacéo do pH

A analise do teor de umidade foi realizada somente no testemunho 1 em todos 0s
periodos de amostragem, enquanto que a determinagdo do valor de pH foi realizada em todas
as amostras dos tratamentos, mas somente nos periodos de zero e 150 dias, segundo

procedimento descrito no item 6.1.1.3, do estudo 2.

7.1.11 Analise estatistica

Todos os testes foram realizados em triplicatas. Os resultados das andlises
respirométricas e cromatograficas foram analisados estatisticamente pelas comparacGes das
médias e variancia pelo teste de Tukey, com diferengas significativas (p<0.05).

7.2 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos, por meio das andlises feitas neste estudo, mostram a
biodegradagdo dos combustiveis, pela atividade microbiana, do solo, em relacdo aos
tratamentos e sistemas (fechado e aberto) estudados, em 150 dias. Nos sistemas, fechado e
aberto foram realizadas as analises cromatograficas, biologicas (heterotroficos e
degradadores), dos teores de umidade e determinacdo do pH. A analise respirométrica so foi

realizada em sistema fechado.

7.2.1 Analises por cromatografia a gas no sistema fechado

Os resultados das concentracdes medidas por cromatografia a gas, dos compostos

BTX e C9+ dos combustiveis (gasolina comercial e gasolina pura), no solo, nos processos de
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bioestimulacdo (1% glicose) e atenuacdo natural em funcdo do tempo, podem ser observados
na Tabela 7.1. A Tabela 7.2 mostra os valores de interdicdo dos compostos BTX, em solo,
segundo a Legislacdo Ambiental, de acordo com area residencial, industrial e agricola
avaliada (CETESB, 2005).

Tabela 7. 1 Concentracdes, em mg kg™, dos compostos BTX e C9+ , em solos contaminados
com gasolina comercial ou pura, a 1 cm de profundidade, em sistema fechado, nos processos

de atenuacdo natural e bioestimulacdo em funcgéo do tempo.

Processo de biorremediacéo

Concentracéo dos compostos da gasolina comercial

-1
(mg kg™)
composto Atenuacdo Natural Bioestimulagao (1% glicose)
(dias) (dias)

0* 15 30 70 150 0* 15 30 70 150
Benzeno 762+ 25 116+ 39 19+ 9 2+ 6 00 658+ 276 12149  16+12  4%1 0+ 0
Tolueno 1262459 271+ 20 42+ 24 4+ 2 00 1170+ 257  279+12  26+16  5%2 10
Xilenos 1005+ 43 202+ 8 69+ 45 10+ 2 21 978+ 128  197+67  36x17  10+4 41
co+ 1861+ 78  263+12  153+100 3613 23+6 1746£91  235+27  90+26  31%9 41+ 15

gasolina pura

-1
(mg kg*)
Atenuacdo Natural Bioestimulacéo (1% glicose)
(dias) (dias)

0* 15 30 70 150 0* 15 30 70 150
Benzeno | 685: 114 205+ 14 70+27 13+5 00 596+ 105 231#13  110+¢6 101 00
Tolueno | 172656 530¢ 1 235 22 00 1320+ 30 540+3  30+1 42 00
Xilenos 3130+ 902 8012 459z 2 117434 6£1 2393+ 608  798+77  558+6  104+6  11+3
Co+ 1737 92 475£ 0 256+ 0 136£43  46+9 1525+ 387  476%124 28425 74+20  47+3

Obs: * coleta 1 hora ap6s a montagem dos experimentos.

Na Tabela 7.1, observa-se que, no tempo zero (coleta apds uma hora de montagem dos
experimentos), 0s compostos benzeno e C9+ das gasolinas pura e comercial, nos dois
processos estudados, apresentaram concentragcdes semelhantes. Neste mesmo periodo (zero)
as concentragdes dos compostos xilenos e tolueno da gasolina pura, em ambos 0s processo
estudados, apresentaram maiores concentragdes do que os compostos da gasolina comercial,
concordando com CORSEUIL et al. (1998). Segundo Corseuil et al. (1998), os compostos da
gasolina pura tendem a ter maiores concentragdes de compostos BTX, do que 0s compostos
BTX da gasolina comercial. Isto se deve a presenga do etanol na composicdo da gasolina
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comercial. Porém, neste experimento, no tempo zero, 0 benzeno apresentou concentragéo
semelhante nos dois tipos de gasolina. Isto ocorreu, provavelmente, porque o benzeno
empregado nos combustiveis brasileiros tem a concentracdo limitada de no maximo 1%
(GUIMARAES, 2003; SILVA et al., 2009).

Segundo os dados da tabela, verifica-se que, em 30 dias, as concentragdes dos
compostos BTX e C9+ da gasolina comercial, no solo, diminuiram mais do que na gasolina
pura, nos dois processos estudados. Isto informa que, a presenca do etanol pode ter favorecido
a maior degradacdo (ou volatilizacdo ou percolacdo) destes compostos, principalmente do
benzeno e C9+ que, no tempo zero. Além disso, esses compostos apresentaram concentracdes
praticamente iguais na gasolina comercial e pura nos processos estudados. Também neste
periodo de 30 dias, as concentragdes dos compostos C9+ (90+ 26 mg.kg?) da gasolina
comercial, no processo de bioestimulacdo, apresentaram-se menores do que no processo de
atenuagdo natural (C9+:153+100 mg kg™?). No periodo de 70 dias, as concentracdes dos
compostos C9+ (74+20 mg kg?) da gasolina pura no processo de bioestimulagio (1%
glicose), foram menores do que no de atenuagdo natural (C9+: 136+43 mg kg?). Tal
comportamento sugere que a glicose, contida no processo de bioestimulacdo, pode ter
favorecido a maior degradacdo destes compostos C9+ da gasolina comercial e da gasolina
pura, nos periodos de 30 e 70 dias.

A partir dos 70 dias até os 150, a biodegradacdo do benzeno e do tolueno em ambas as
gasolinas usadas, nos dois processos avaliados, situa-se na mesma ordem de grandeza;
provavelmente devido a falta de oxigénio que pode ter ocorrido no sistema fechado por longo
tempo (80dias). Os valores ficaram abaixo dos de interdicdo ambiental para area residencial,
conforme Tabela 7.2.

Tabela 7. 2 Valores de intervengdo dos compostos benzeno, tolueno e xilenos em solo

Compostos SOLOS (mg kg™ peso seco)

Intervencdo em area

Agricola Residencial Industrial
Benzeno 0,6 0,08 0,15
Tolueno 30 30 75
Xilenos 25 30 70

Fonte: CETESB (2005)
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A Tabela 7.2 apresenta os valores de interdicdo dos compostos BTX, em solo,
conforme CETESB (2005). A Fundagdo de Protecdo do Ambiente (FEPAM), 6rgdo de
ambiente do Estado do Rio Grande do Sul, vem utilizando estes valores para realizar

interdicdo ambiental de areas contaminadas com esses compostos.

O percentual de reducdo dos compostos etanol, BTX, C9+ e TPH, existente em cada
combustivel (gasolina comercial, gasolina pura e etanol), presente no solo, foram obtidos no
respectivo periodo de amostragem em relacdo ao tempo zero, nos processos de atenuacao
natural e bioestimulacdo (com 1% de glicose). Os dados obtidos estdo apresentados na Tabela
7.3.

Pela Tabela 7.3 observa-se que, para o tempo de 30 dias, as concentracbes dos
compostos BTX, C9+ e TPH da gasolina comercial, no solo, reduziram mais do que na
gasolina pura, nos processos estudados. Isto informa que a presenca do etanol pode ter
favorecido a maior reducdo (por degradacdo ou volatilizacdo ou percolacdo) destes
compostos, em 30 dias. Ao mesmo tempo sugere que a fonte extra de carbono, glicose, no
processo de bioestimulacdo, mesmo competindo com etanol disponivel neste combustivel
gasolina comercial (24% de etanol), provavelmente, tenha contribuido para a maior
degradacdo em parte dos compostos C9+ e TPH da gasolina comercial no processo de
bioestimulacéo, aos 30 dias.

Entretanto, comparando os dois processos utilizados com um unico combustivel, aos
150 dias no sistema fechado, nédo se verifica diferenca significativa entre estes processos.

O composto etanol, presente no combustivel gasolina comercial e etanol (com 99,9%
de pureza), tive reducdo semelhante com o tempo, e atingiu valores bem préximos nos dois
combustiveis e processos estudados. Isto pode indicar que o etanol pode ter sido degradado
(CORDAZZO, 2000), ou volatilizado, mesmo na presenca de hidrocarbonetos da gasolina, e
que a glicose nao influenciou na degradacdo do composto etanol em ambos os combustiveis e
processos nas condi¢cdes estudadas; exceto no combustivel etanol, aos 15 dias no processo de
bioestimulag&o.

Pode-se verificar que mesmo na presenca dos hidrocarbonetos da gasolina comercial o
etanol n&o inibiu e nem desfavoreceu a degradacdo dos BTX, e de outros compostos da
gasolina comercial nas condicdes estudadas, até 150 dias. Os BTX e o etanol apresentaram
elevadas reducbes no solo com gasolina comercial, nos periodos estudados. Estes fatos

discordaram da literatura que informa que o etanol €, preferencialmente degradado
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(CORDAZZO, 2000; BELLER et al., 2001; SILVA, 2002; MARIANO, 2006; SOARES,

2006).

Tabela 7. 3 Percentual (%) de reducdo dos compostos (etanol, BTX, C9+, TPH) presentes em

cada combustivel (gasolina comercial, gasolina pura, etanol), contido no solo, nos processos

de atenuacdo natural e bioestimulagdo. Os percentuais de redugdo calculados em relagdo ao

tempo zero, de cada tratamento.

Percentual (%) de reducéo dos compostos da gasolina comercial

Tempo Atenuaco Natural Bioestimulagéo (1% glicose)
(dias) (%) (%)

Etanol | Benzeno | Tolueno | Xilenos | C9+ | TPH | Etanol | Benzeno | Tolueno | Xilenos | C9+ | TPH
0-15d 86 85 79 80 86 | 87 90 82 76 80 87 |86
0-30d 94 98 97 93 92 | 97 95 98 98 96 95 | 98
0-70d 100 100 100 99 98 | 99 100 100 100 |99 98 | 99
0-150d 100 100 100 100 99 | 99 100 100 100 100 98 | 99

Percentual (%) de reducéo dos compostos da gasolina pura

Tempo Atenuacdo Natural Bioestimulagado (1% glicose)
(dics) (%) (%)

Benzeno Tolueno Xilenos Co9+ TPH Benzeno Tolueno | Xilenos Co+ TPH
0-15d 70 69 74 73 78 61 59 67 69 72
0-30d 90 86 85 85 91 82 77 77 81 86
0-70d 98 99 96 92 97 98 97 96 95 97
0-150d 100 100 100 99 99 100 100 100 | 97 99

Percentual (%) de reducéo do etanol
Tempo Atenuacdo Natural Bioestimulagéo (1% glicose)
(dias) (%) (%)
Composto Etanol Composto Etanol

0-15d 87 87
0-30d 93 94
0-70d 97 97
0-150 d 100 100

Neste estudo o etanol pode ter favorecido a maior degradacdo dos BTX da gasolina

comercial, ate 30 dias, pois os resultados destes compostos BTX apresentaram-se com

elevadas reducbes. Este favorecimento da degradacdo dos BTX, na presenca do etanol,
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provavelmente ocorreu devido ao efeito co-solvéncia (PENNER, 2000; HUNT & ALVAREZ,
2002; SOARES, 2006). Segundo estes autores, o etanol pode aumentar a populacdo
microbiana capaz de degradar os compostos BTX e desta forma auxiliar na degradacao destes
compostos, 0 que provavelmente ocorreu, até 30 dias. Também, observa-se que, de 70 a 150
dias, pequena redugdo houve entre os compostos do mesmo combustivel nos dois processos
estudado, provavelmente, devido aos baixos teores de oxigénio do sistema fechado, durante
longo periodo. Aos 150 dias, os compostos avaliados nos tratamentos foram reduzidos quase
totalmente.

Nos experimentos de Marchal et al. (2003), a biodegradacgédo de 3,5 % de gasolina pura no
solo apresentou reducdo dos compostos TPH de 96,5%, aos 28 dias. Neste experimento
utilizou-se maior concentracdo de gasolina em relacdo ao experimento de MARCHAL et al.
(2003). Tanto que neste foi utilizado 5% de gasolina pura em solo (50.000 mg kg™ de solo)
nos processos de atenuacdo natural e bioestimulagéo e, aos 30 dias, observou-se reducdo dos
compostos TPH da gasolina pura de 91 e 86%, respectivamente. Isto indica que mesmo com
maior concentracdo de gasolina pura, no solo, este experimento apresentou valores de reducédo
bem préximos dos obtidos nos experimentos de MARCHAL et al. (2003), principalmente no
processo de atenuacdo natural. Segundo Shewfelt et al. (2005), nos testes de solos
contaminados com gasolina com TPH de 1800 mg kgltratados com processos de
bioventilagdo com bioestimulagdo (com nitrogénio na forma de amonio, sal NH4Cl, na relacéo
C:N de 10:1), com 18 % de umidade no solo, a reducdo média do TPH foi de 88%, em 30
dias. Neste experimento a reducao dos compostos TPH (91%) da gasolina pura no processo de
atenuacdo natural foi maior, em 30 dias, e mesmo com maior concentragdo de gasolina no
solo, sem adicdo de oxigénio e nutrientes. Provavelmente isto ocorreu devido a diferencas na

microbiota do solo.

7.2.2 Analise respirometria (liberagcdo de CO2) no sistema fechado

Os resultados das analises respirometria informam as concentragbes de CO:
acumulados liberados pelos micro-organismos das amostras de solo dos tratamentos, em

funcéo do tempo, em sistema fechado (Figura 7.3).
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Na Figura 7.3 observa-se que o testemunho 2 apresenta maior liberacdo de CO, em
relagcdo aos demais tratamentos do sistema fechado, em todos os tempos de amostragem, com
diferencas significas segundo dados estatisticos. A diferenca do testemunho 2 foi bem
superior a partir do tempo de trés dias. Nos periodos de 7 e 150 dias, os valores foram de
1.535 mg kg? e 4.464 mg kg?, respectivamente, enquanto que para o testemunho 1, os
valores foram de 320 mg kg para 7 dias e 1.363 mg kg* para 150 dias.

4400 7 —=— 1-Testemunho 1
4200 -+ 2-Testemunho 2 . .
4000 { —— 3-Atenuacdo natural +Gasolina comercial
3800 4 —2— 4-Bioestimulacdo+ Gasolina comercial
3600 - —e— 5-Atenuacdo Natual + Gasolina pura
6-Bioestimulacéo+ Gasollnaf)ura
3400 4 —+— 7-Atenuagao Natual + Etano
3200 -+ - 8-Bioestimulagéo + Etanol
< 3000 ~
< 2800 -
@ 2600 A
8 S 2400 A
O < 2200 A
O 2 2000 A
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£ 1600 -
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Figura 7.4 Concentragfes de C-CO2 produzidos pelos micro-organismos dos solos em
diferentes tratamentos em fungdo do tempo.

Neste experimento 0s micro-organismos provavelmente degradaram mais a glicose,
que é uma fonte mais assimilavel de carbono em relacdo as demais fontes utilizadas, o que
justifica que o testemunho 2 tenha liberado mais CO2 do que os demais tratamentos com e
sem combustivel. Conforme a literatura os micro-organismos degradam rapidamente as fontes
de carbono mais assimilaveis (RODELLA et al., 1983; PRATA et al., 2001, MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006), como a glicose. Além disso, observa-se que todos os tratamentos com
combustivel apresentaram menor liberagdio de CO> que o testemunhos 2, devido,
provavelmente, a microbiota nativa do solo ter sofrido maior impacto com a presenca destes
combustiveis.

A microbiota do solo comeca a reagir e a se adaptar com a presenca de certos

combustiveis, como etanol e gasolina comercial, depois de 30 dias. Esta comecou a liberar
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mais CO>, provavelmente devido a maior adaptacdo da microbiota do solo aos combustiveis
gasolina comercial e etanol. E, provavelmente devido a existéncia do composto etanol nestes
combustiveis, que € facilmente degradado por ser hidrofilico. Outra justificativa para o
aumento do CO- pode ser devido a mineralizagdo da biomassa morta.

Nos periodos de 70 e 150 dias nota-se maior atividade microbiana por parte dos
tratamentos com o combustivel etanol e gasolina comercial. Isto ocorreu provavelmente por
ser 0 etanol hidrofilico e facilmente degradado. No caso da gasolina comercial (SILVA, 2002;
SOARES, 2006), a presenca de elevadas concentracfes de etanol tendem a aumentar a
solubilidade dos hidrocarbonetos existem no meio, pelo efeito da co-solvéncia (CORDAZZO,
2000; HUNT & ALVAREZ, 2002; SILVA, 2002; MARIANO, 2006; OLIVEIRA et al.,
2004; SOARES, 2006, MORAES, 2008), e assim torna-los mais biodisponiveis a microbiota
do meio. Também, segundo a literatura, devido o etanol apresentar enzimas degradativas mais
facilmente do que os hidrocarbonetos (RICE, 2000) e apresentar-se na maioria das rotas
metabolica estando presente naturalmente no meio (ALVAREZ et al., 2002), é mais
facilmente degradado. Os solos com etanol na presenca ou nao de glicose, no periodo de 70 a
150 dias, apresentaram producdo de CO2 maior do que o testemunho 1. Nos periodos de 90 a
150 dias, o solo com gasolina comercial pelos processos de atenuagdo natural e
bioestimulagdo, geraram maior liberagdo de CO», em relagdo ao testemunho 1.

Observa-se também, que houve maior liberacdo de CO2, nos processos de
bioestimulacdo (1% de glicose) com gasolina comercial, em rela¢do ao processo de atenuagao
natural, do periodo de 30 a 150 dias. Isto se deu provavelmente devido a presenca de 1% de
glicose que é uma fonte de carbono prontamente biodegraddvel e pode favorecer a
biodegradagdo de contaminantes no meio (KIM et al., 2002; BOULD et al., 2003; SABATE
et al, 2004; LEE et al., 2007). Entretanto, neste experimento a glicose parece ndo ter
favorecido a maior degradacdo e nem afetado a degradacdo dos hidrocarbonetos dos
combustiveis. A glicose pode ter sido degradada preferencialmente em relacdo aos
hidrocarbonetos, visto que os compostos BTX ndo apresentaram reducdo significativa na
presenca desta fonte de carbono, no sistema fechado. Ja a liberagcdo de CO> dos tratamentos
com etanol parece néo ter sido afetada pela presenca da glicose.

Nos solos contaminados com gasolina pura em ambos os processos avaliados, nos
periodos de 3 a 150 dias, observam-se atividade microbiana significativamente menor do que
0 testemunho 1; exceto no processo de bioestimulagdo que houve liberagdo de CO2de 1,9%, a

mais do que o testemunho 1, aos 150 dias. Em geral foi baixa a producdo de CO> nos
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tratamentos com gasolina pura, provavelmente devido ao maior impacto deste combustivel &
microbiota nativa, nas condigdes estudadas.

Os resultados da biodegradacdo dos combustiveis nos solos pelos processos de
atenuacdo natural e bioestimulacdo (com 1% de glicose) avaliados pela liberacdo de CO> (ou
percentual de mineralizacdo em relacdo ao testemunho 1) e pela reducdo do combustivel de
cada tratamento em 150 dias, em sistema fechado, podem ser observados na Tabela 7.4.

A Tabela 7.4 informa que segundo os dados da analise respirométrica, no final do
experimento de 150 dias, os percentuais de mineralizacdo dos tratamentos com gasolina
comercial no processo de atenuacdo natural, e com gasolina pura em relacdo ao testemunho 1
foram baixos. Estes baixos percentuais podem ter ocorrido devido a elevada concentracdo
adicionada aos solos (5%) de tais combustiveis, e porque a gasolina tem mais de 230
hidrocarbonetos em sua composicdo (MARCHAL, 2003). Estes hidrocarbonetos sao
hidrofébicos, e, por isto podem ter menor taxa de biodegradacdo (RICE, 2000; ALVAREZ &
HUNT, 2002), sendo mais toxicos e gerando maior impacto a microbiota nativa.

Tabela 7. 4 Avaliacéo da biodegradagido do combustivel 5% m/m (50.000 mg kg™) no solo,
nos dois processos estudados, em relagéo: a concentracdo de CO: liberado, ao percentual de
mineralizacéo (em relacdo ao testemunho 1) e a reducdo dos compostos TPH ou do composto
etanol, de cada combustivel no respectivo processo, em 150 dias.

Concentragio Biodegradacdo do combustivel no solo
5% de Liberacio de CO, Reducéo (%)
5 % de combustivel Processo Combustivel Total
C-CO;
no solo ) Mineralizagdo % (TPH ou
(mg kg™) etanol)
Etanol 2.313 41,1 100
_ . Atenuagéo 50.000
Gasolina Comercial 1.403 2,9 99,8
Natural (mg kg* solo)
Gasolina Pura 1.198 -12,1 99,6
Etanol o 50.000 2.755 50,5 100
i _ Bioestimulacéo
Gasolina Comercial ) (mg kg* solo) 2.696 49,4 99,1
i (1% de Glicose)
Gasolina Pura 1.394 1,9 98,5

OBS: C-CO; testemunho 1 (solo) 1.363 mg kg e testemunho 2 (solo + 1% de glicose) 4.464 mg kg™.

Este impacto a microbiota nativa do solo, também ocorreu nos testes de Labud et al.

(2007) com biodegradacéo de 5 ou 10 % de combustivel (gasolina pura, diesel, petroleo) em 2
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tipos de solo (arenoso e argiloso), onde a liberacdo de CO> destas amostras foi menor que 0
testemunho (solo) em todos os testes. Além disso, no solo arenoso o efeito inibitério foi maior
(em torno de 70%) do que no solo argiloso (50%) avaliado pela liberacdo de CO2, em 180
dias. Estes autores observaram que, aos 180 dias, houve um decréscimo na atividade
microbiana do solo arenoso com o0s combustiveis na seguinte ordem: petréleo 10% > petréleo
5% > diesel 10% > gasolina 10% = gasolina 5%. Em func&o da maior ou menor concentragéo
de certos compostos, 0 residuo degrada mais ou menos rapidamente. Tanto que nos testes de
avaliacdo da biodegradabilidade de matérias orgéanicas, no solo, pela liberacdo de CO; foi
verificado que os substratos primarios (como a glicose) foram decompostos rapidamente. Ja
para as macromoléculas mais complexas, como os hidrocarbonetos das gasolinas deste
experimento, 0 mesmo ndo foi observado (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Pela Tabela 7.4 verifica-se que para o combustivel etanol, o percentual de mineralizacédo
do etanol no processo de atenuacdo natural foi de 41,1%, logo inferior ao de bioestimulagéo
com este combustivel (50,5%). E, o % de liberacdo de CO2 nos dois processos para 0O
combustivel etanol ndo teve mesma variagdo, apresentando somente uma pequena diferenca,
apesar de a glicose ser uma fonte prontamente degradavel. Pelos dados obtidos, pode-se
inferir que, o que mais degradou foi o etanol, em ambos 0s processos estudados, visto que
também é facilmente assimilavel. Isto foi confirmado pela reducdo (100%) do etanol tanto no
processo de atenuagdo natural como o de bioestimulagdo (100%) com o combustivel etanol,
concordando com os dados da literatura (CETESB, 1990; ATLAS & BARTHA, 1998).

No processo de bioestimulacdo, com gasolina comercial, este combustivel parece ter sido
mais mineralizado (49,4%), pois apresentou maior valor de mineralizacdo do que no de
atenuacdo natural (2,9%). Pode-se verificar que tal fato ndo desfavoreceu a reducdo dos
compostos TPH da gasolina comercial nas condi¢des estudadas, bioestimulacdo e atenuacao
natural, cujos % de reducdo foram de 99,8 e 99,1%, respectivamente. Isto pode ter ocorrido
porque a glicose que é fonte facilmente assimilada foi provavelmente mais degradada do que
0s compostos da gasolina comercial (com 24 % de etanol), no processo de bioestimulagéo.
Entretanto, 0 mesmo comportamento ndo ocorreu com a gasolina pura, no processo de
bioestimulacdo em relacdo a mineralizacgdo, no sistema fechado e nas condig¢des estudadas.

No testemunho 2, a glicose foi bem mineralizada, em torno de 69,5%, aos 150 dias em
relacdo ao testemunho 1. Pela elevada mineralizacdo pode se constatar que somente este
tratamento concorda com a literatura, que informa que 65% do carbono, no solo, é utilizado
para a producgdo de energia pela liberacdo de CO> e 35% do carbono pode ser utilizado nas

rotas metabdlicas para a producdo de biomassa (SYLVIA et al., 1999), indicando que a
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glicose pode ter sido totalmente degrada no testemunho 2, nas condig¢des estudas. O sucesso
da biodegradacdo é dependente do nivel metabolico e da adaptagdo genética da populacéo
microbiana do ambiente (CHANG & DEVINNY, 2000) e ao poluente. O sucesso da
biodegradacdo ocorreu mais acentuadamente no testemunho 2 e nos tratamentos com o
combustivel etanol devido as fontes de carbono presentes nestes, serem prontamente
biodegradaveis, como a glicose e o etanol, no solo. Além disso, estas fontes fazem parte das
rotas metabdlicas e ndo apresentam grande toxicidade. Entretanto, as fontes de carbono como
gasolina comercial e pura, no solo, com e sem glicose ndo apresentaram tal sucesso, pelos
dados informados na tabela acima. Estas fontes de gasolinas ndo apresentaram grande sucesso
na mineralizacdo, provavelmente por ter mais compostos hidrofébicos (CORSEUIL et al.,
1998; RICE, 2000; ALVAREZ & HUNT, 2002) em sua composi¢do. Os compostos das
gasolinas estudadas foram degradados (ou volatilizaram), mas com baixas liberaces de CO-.
Isto pode ter ocorrido devido aos compostos das gasolinas apresentarem-se mais toxicos e
inibitorios a microbiota do solo, em relacdo ao combustivel etanol, nas condi¢des estudadas.
Além disso, os compostos organicos dos hidrocarbonetos de petréleo como os BTX, tendem a
ficar sorvidos na matriz do solo, diminuindo sua disponibilidade aos micro-organismos,

limitando assim sua degradacéo (R1ZZ0O, 2001).

7.2.3 Analise bioldgica de heterotréficos no sistema fechado

Na Tabela 7.5 podem ser visualizados os resultados da faixa de nimero mais provavel
(NMP) de micro-organismos heterotroficas totais existentes nas amostras de solo dos
tratamentos, nos periodos de coleta, de 0 e 150 dias.

Pelos dados da Tabela 7.5 verifica-se que ndo houve um aumento significativo do

NMP de heterotrdficos entre os tratamentos estudados, nos periodos de zero e 150 dias.
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Tabela 7. 5 Estimativa do NMP (nimero mais provavel) de micro-organismos heterotroficos
totais nas amostras de solo dos tratamentos, em sistema fechado, na profundidade de 1 cm,

nos periodos de 0 e 150 dias.

Estimativa do NMP de micro-organismos heterotréficos, das amostras de solo de cada tratamento (processo
ou testemunho), em sistema fechado, nos periodos de 0 e 150 dias.
Processos: Atenuacdo natural e
Bioestimulacdo com combustivel: Testemunhos
Solo T (log. g* de solo) T (solo sem combustivel)
Gasolina | Gasolina Etanol (log. g* de solo)
comercial pura
0 AN 6,47 5,24 5,46 0 5,97
1-Solo 150 6,15 6,62 639 | 150 | 1 6,82
2-Solo 0 6,21 6,18 5,15 0 6,75
F o glicose 15| BIE g4 641 626 | 150 | 2 5,67

T= Tempo em dias, AN = Atenuagdo natural, BIE = Bioestimulagao.

7.2.4 Andlise bioldgica de degradadores

Na Tabela 7.6 pode-se visualizar os resultados da estimativa de niUmero mais provavel
(NMP) de micro-organismos degradadores nas amostras de solo dos tratamentos, no periodo

de 0 e 150 dias, respectivamente.

Na Tabela 7.6 observa-se que houve variacdes nos valores do NMP de degradadores
entre os tratamentos, no periodo de tempo de zero e 150 dias. Estas variagBes ocorreram
principalmente, no solo dos dois testemunhos 1 e 2 com gasolina pura e etanol, no tempo
zero. As variacdes observadas podem indicar mudanca na biodiversidade da microbiota, com
a predominancia de organismos hidrocarbonoclasticos (BENTO et al., 2005). Segundo
Mariano (2006), a biomassa microbiana total ativa pode diferir na composigdo de espécies e

em regimes metabolicos.
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Tabela 7.6 Estimativa do NMP (numero mais provavel) de micro-organismos degradadores
existentes nas amostras de solo (com e sem combustiveis) dos tratamentos, na profundidade

de 1 cm, no periodo de 0 e 150 dias.

Estimativa do NMP de micro-organismos degradadores das amostras de cada tratamento (processo ou
testemunho), em sistema fechado, nos periodos de 0 e 150 dias.
Processos: Atenuacdo natural e Testemunhos
Bioestimulagdo com combustivel (solo sem combustivel)
Solo T (log. g de solo) T (log. g* de solo)
Na analise adicionar igual combustivel. Na analise adicionar combustivel.
Gasolina | Gasolina Etanol Gasolina | Gasolina Etanol
comercial pura comercial pura
0 4,23 4,19 4,01 0 1 3,70 2,20 2,40
1-Solo | 150 | AN 3,53 4,23 3,85 150 4,30 4,46 3,01
2-Solo 0 4,16 4,35 3,46 0 3,56 2,30 2,20
+1% | 150 | BIE 3,40 3,70 372 [ 1502 3,90 4,11 4,30
glicose

T=Tempo em dias, AN = Atenuacédo natural, BIE = Bioestimulag&o.

7.2.5 Analises dos teores de umidade e do pH no sistema fechado

Pela Figura 7.4 e Tabela 7.7 pode-se visualizar os valores dos teores de umidade e do

pH nas amostras de solo dos tratamentos, nos periodos avaliados.
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Figura 7. 5 Teores de umidade do solo (testemunho 1) em funcéo do tempo.

Pela Figura 7.4 observa-se que no sistema fechado o teor de umidade do solo inicial
foi de 12%, decrescendo ao longo do tempo (9,5% aos 150 dias), devido a temperatura média
de 25 a 30°, no ambiente do laboratério, onde foi realizado o experimento. Segundo Shewfelt
et al. (2005), teores de umidade entre 9% ou menos podem né&o favorecer a degradacéo e de
18 a 12%, tendem a favorecer a degradacdo. Além disso, o teor de agua no solo influencia
quali e quantitativamente a atividade dos micro-organismos, por determinar a atividade das
populacGes microbianas e o tipo de metabolismo (aerébio, micro aer6bio ou anaerdbio)
dominante num determinado local (ALEXANDER, 1999). Estudos demonstram que a
biodegradacdo de hidrocarbonetos, na auséncia de oxigénio, utiliza outros aceptores finais de
elétrons (como fons: NO *, SO4 %), mas em niveis substancialmente mais baixos, em relagio
a biodegradacdo em condicdes aerdbias (CHEN & TAYLOR, 1997; BHUPATHIRAJU et al.,
2002; BOTTON & PARSON, 2007; SIDDIQUE et al., 2007). Os solos com baixos teores de
umidade reduzem o crescimento e a sobrevivéncia dos micro-organismos e,
consequentemente a degradacdo do poluente no solo (SHEWFELT et al., 2005).

Os valores de pH das amostras de solo contaminados com os combustiveis em relacao

aos processos de biorremediacdo, em fungdo do tempo podem ser observadas na Tabela 7.7.

Na Tabela 7.7 nota-se que ndo houve um aumento significativo nos valores de pH dos
tratamentos em sistema fechado, no periodo de tempo de 0 e 150 dias. O valor do pH dos
solos (testemunhos), nestes experimentos, ndo foram corrigidos para neutralidade, sendo os
mesmos mantidos. Pode-se verificar pela Tabela 7.7 que o pH das amostras dos testemunhos
em relagdo aos solos contaminados com cada combustivel nos processos estudados, ndo

apresentaram variagdo significativa, fato que pode ser atribuido ao efeito tamponante que o

154



solo pode apresentar (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). O pH afeta significativamente as
taxas de biodegradacdo, pois determina o tipo de micro-organismo, que participard na
degradacdo dos compostos organicos, mas devido ao efeito tamponante isto pode nédo ter

ocorrido.

Tabela 7. 7 Valor médio de pH da amostra de solo de cada tratamento em sistema fechado,

nos periodos de zero e 150 dias.

Valores médios de pH da amostra de cada tratamento em sistema fechado, no periodo
0 e 150 dias
Tempo Processos com combustivel Testemunhos
(dias) Solo Processos Gasolina Gasolina Etanol Solo
comercial pura

0 1-Solo Atenuacéo Natural 50 50 50 1 51
150 53 53 51 52
0 2- Solo + Bioestimulacéo 4,9 4,9 4,9 2 4,8
150 1% glicose 4,3 4,6 472 51

7.2.6 Andlises quimicas por cromatografia no sistema aberto

As concentragdes dos compostos BTX e C9+, no solo, com 5% de gasolina comercial
ou gasolina pura em processos de atenuacao natural e bioestimulacdo (1% de glicose), foram
verificadas na profundidade de 1 cm (Tabela 7.8) e 50 cm (Tabela 7.9) em func¢édo do tempo e

nas trés profundidades (1, 50 e 100 cm), nos periodo de zero e 150 dias na Tabela 7.10.
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Tabela 7. 8 Concentragbes do composto BTX e C9+ em solo com gasolina comercial (ou pura) na profundidade de 1 cm, nos

processos de atenuacgdo natural e bioestimulagdo em funcéo do tempo.

Concentracdo dos Compostos da Gasolina Comercial no Solo (mg.kg™)

Tratamentos /Dias

Atenuacdo Natural

Bioestimulagdo (Glicose 1%)

Compostos 0* 7 15 70 90 150 0* 7 15 70 90 150
1. Benzeno 345+ 38 2+ 1 2+ 1 1+0 0£0 0+0 504 + 46 10 10 10 0£0 0£0
2. Tolueno 556 + 37 6+3 9+3 4+1 2+ 1 1+0 6819 4+1 5+ 2 5+ 1 2+0 1+0
3. Xilenos Totais 440 + 41 11+ 6 15+5 113 7£2 5+ 2 449 £7 8+2 8+1 12+3 4+0 4+1
4.C9+ 1128 273 4719 63+£18 85+16 5914 4111 1056+96  39+11 37+4 8635 28+6 37+13
Concentracdo dos Compostos da Gasolina Pura no Solo (mg.kg™)
Tratamentos /Dias
0% Glicose - Atenuacdo Natural 1% Glicose - Bioestimulacdo
Compostos 0* 7 15 70 90 150 0* 7 15 70 90 150
1. Benzeno 121+8 68 + 44 2+1 1+0 +0 0+0 102+ 18 7253 140 0+0 0+0 0+0
2. Tolueno 210+17 9627 8+3 4x1 + 1£0 199+56  101+52  4+#2 2+ 1 1£0
3. Xilenos Totais  291+28  77+29  15%4 1142 3+1 277 55 7032 8+4 6+3 5+2 4+1
4.Co+ 1104+100 255+152 10552  78%20 54+ 10 32+13 1126 +59  215+136 54 +36 51+ 30 41212 26+8

Obs: * coleta 1 hora apds a montagem dos experimentos.
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Tabela 7. 9 Concentragdes do composto BTX e C9+ em solo com gasolina comercial (ou pura) na profundidade de 50 cm, nos processos de

atenuacdo natural e bioestimulagéo em funcéo do tempo.

Concentracdo dos compostos da Gasolina Comercial no Solo (mg.kg™)

Tratamentos /Dias

Atenuacao Natural Bioestimulacéo (Glicose 1%)
Compostos 0* 7 15 70 90 150 0* 7 15 70 90 150
1. Benzeno 00 24 + 26 17+21 20 0,37+0 00 233+ 233 55+ 48 36+24 12 £6 4 +4 00
2. Tolueno 0£0 39+39 28+31 21+14 11+9 1+1 255 £ 270 85+ 63 70+ 39 34+14 22+20 3+2
3. Xilenos Totais 0+0 39+32 3634 48 +20 32+25 15+ 3 199 + 188 78 +£53 70+ 30 60 + 22 36+24 18 +6
4.C9+ 0£0 116+ 95 149 + 129 257+ 58 185+ 103 177 £ 65 606 + 537 279219 247 +127 284 + 87 209 =104 135+ 34

Concentracdo dos Compostos da Gasolina Pura no Solo (mg.kg™)
Tratamentos /Dias

Atenuacdo Natural Bioestimulacéo (Glicose 1%)
Compostos 0* 7 15 70 90 150 0* 7 15 70 90 150
1. Benzeno 307 £ 209 68 + 44 76 £25 37+ 22 40 + 33 77 305+ 192 71 +53,08 62 + 29 22+33 20+ 34 8+13
2. Tolueno 343 £224 96 + 28 109 £ 27 143 £ 68 168 + 117 65 £ 53 380 + 186 101+£70 103 £ 34 99 £103 70+£114 56 + 63
3. Xilenos Totais 247 + 160 77 £ 30 91+10 177 £ 53 201+ 116 151+ 92 300+ 93 70+ 32 79+18 114 + 89 76 + 109 118 +93
4.C9+ 800 +530 256 =154 354 £70 883 + 157 869 £ 477 946 £ 583 1075 £ 134 214 +136 272 £ 88 472 + 350 309 £ 361 640 £ 402

Obs: * coleta 1 hora apds a montagem dos experimentos.
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Tabela 7. 10 ConcentracGes do composto BTX e C9+ em solo com gasolina comercial (ou pura) nas profundidades de 1, 50 e 100 cm e em
todas a profundidades do tubo (1a 100 cm), nos processos de atenuacgdo natural e bioestimulagdo, nos tempos zero e 150 dias.

Concentragéo dos compostos da Gasolina Comercial no Solo em mg.kg™ ou (%)

Tratamentos / Compostos
Atenuagdo Natural Bioestimulagdo (Glicose 1%)
Profundidade Dias Benzeno Tolueno Xilenos Co9+ Dias Benzeno Tolueno Xilenos Co+
lcm 0* 345 + 38 556 + 37 440 + 41 1128 £ 73 0* 504 + 46 681+ 9 449 7 1056 + 96
50 cm 0+0 0+0 0+0 0+0 233+233 255+ 270 199 + 188 606 + 537
100 cm nd nd nd nd nd nd nd nd
Total (1a100cm) 345 (0%) 556 (0%0) 440 (0%) 1128 (0%0) 737 (0%) 936 (0%) 658 (0%) 1662 (0%0)
lcm 150 0+0 1+0 (0,2%) 5+ 2(1,1%) 41+11 (3,6%) 00 1+0 (0,1%) 4 +1 (0,6%) 37 £13 (2,3%)
50 cm 0+0 1+1(02%) | 15+ 3(3,4%) 177+ 5 (15,7%) 150 0+0 3+2 (0,3%) 18+6 (2,7%) 135+ 34 (8,1%)
100 cm 0+0 0+0 1+0 (0,2%) 13+3 (1,2%) 00 0+0 1+0 (0,1%) 10+2 (0,6%)
Total ou % renanescente 0 2 ou 0,4% 20 ou4,7% 231 ou 20,5% 0 4 ou 0,4% 23 ou 3,5% 182 ou 10,05%
(Rgg lfgf g(for::]n:/()) (100,09) (99.6%) (95,5%) (79.5%) (100,0%) (99.6%) (99,5%) (89,05%)
Concentrag&o dos compostos da Gasolina Pura no Solo em mg.kg™ ou (%)
Tratamentos / Compostos
Atenuacdo Natural Bioestimulacéo (Glicose 1%)
Profundidade Dias Benzeno Tolueno Xilenos Co+ Dias Benzeno Tolueno Xilenos Co9+
lcm 0* 121+8 210 + 17 (0%) 291 + 28 (0%) 1104 + 100 (0%0) 0* 102 + 18 199 + 56 277 £55 1126 £ 59
50 cm 307 + 209 343 +224 247 + 160 800 + 530 305+ 192 380 + 186 300+ 93 1075 + 134
100 cm nd nd nd nd nd nd nd nd
Total (1a100cm) 428 (0%) 553 (0%) 446 (0%0) 1904 (0%) 407 (0%) 579 (0%) 577 (0%) 2201 (0%)
lcm 150 0+0 1+0 (0,2%) 3+1(0,7%) 32 +£13(1,68%) 150 0+0 1+0 (0,2%) 4 +1(0,69%) 26 £ 8 (1,2%)
50 cm 7+7(1,6%) 65 + 53 (11,8%) 151 + 92 (33,9%) 946 + 583 (49,7%) 8+ 13 (2,0%) 56 + 63 (9,8%) 118 + 93 (20,5%) 640 + 402 (29,1%)
100 cm 26 £26 (6,1%) | 141+ 126 (25,5%) 144 + 129 (32,3%) 571 + 537 (30,0%) 25+42(6,1%) | 93+160(16,1%) | 81+ 138 (14,0%) 324 +525 (14,7%)
Total ou % 330u7,7% 207 ou 37,5% 298 ou 66,8% 1549 ou 81,4% 33 0u8,1% 145 ou 26,1% 202 ou 35,0% 990 ou 45,0%
(R:Z”jgggcee;ti %) (92,3%) (62,5%) (33,2%) (18,6%) (91,9%) (73,9%) (65,0%) (55,09%)
de 1a100cm
Obs: *coleta 1 hora apds a montagem dos experimentos. nd significa ndo detectado.
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Pelos resultados apresentados nas Tabelas acima, se verifica que os compostos avaliados
apresentaram diferencas de comportamento, no solo, em relagéo o tipo de gasolina utilizada,
tanto que os compostos BTX da gasolina comercial, no solo, obtiveram menores concentragdes
ao longo do tempo em ambos 0s processos e nas trés profundidades estudadas, em relacdo a
gasolina pura. Entretanto, considerando que a Unica diferenca entre as gasolinas estudadas é a
presenca de etanol na gasolina comercial, pode-se induzir que o etanol devido ao efeito co-
solvéncia (CORDAZZO, 2000; OLIVEIRA et al., 2004; SOARES, 2006), tenha promovido a
biodisponibilidade dos mesmos a microbiota. Tal comportamento pode ser verificado, uma vez
que os compostos BTX da gasolina comercial apresentaram nos dois processos, concentragdes
abaixo dos valores orientadores de interdicdo ambiental (CETESB, 2005) em todas as
profundidades (1, 50 e 100 cm), nas condicBes estudadas. Entretanto, a gasolina pura, no solo,
nos dois processos estudados, em 150 dias, apresentou concentracdes dos BTX menores que 0S
valores de interdicdo ambiental somente em 1 cm de profundidade. Nas demais profundidades
(50 e 100 cm), ndo se observaram tal comportamento, nos compostos BTX da gasolina pura, nos
dois processos estudados.

Os processos de bioestimulacdo com glicose parecem ter favorecido a maior reducao de
alguns compostos da gasolina comercial, como a dos C9+ em 50 cm de profundidade e da
gasolina pura como do tolueno, dos xilenos e dos C9 + nas duas profundidades (50 e 100 cm), em
relacdo ao processo de atenuacao natural, aos 150 dias, como se pode observar nas Tabelas 7.8 a
7.10 e Figuras 7.5 a 7.10. Isto sugere que a presenca de 1% de glicose que é uma fonte de
carbono prontamente biodegradavel, pode ter favorecido a biodegradacdo de contaminantes no
meio (KIM et al., 2002; BOULD et al., 2003; SABATE et al, 2004; LEE et al., 2007), como no
solo com gasolina comercial e principalmente, no solo, com gasolina pura, aos 150 dias.
Conforme a literatura os micro-organismos biodegradam rapidamente as fontes de carbono mais
assimilaveis (RODELLA et al., 1983; PRATA et al., 2001, MOREIRA & SIQUEIRA, 2006),
como a glicose e 35% do carbono, pode ser utilizado nas rotas metabdlicas para a producédo de
biomassa (SYLVIA et al., 1999).
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Figura 7. 6 Concentracdes dos compostos (benzeno, tolueno, xilenos e C9+) da gasolina
comercial (GC) avaliada, em solo, pelos processos de atenuacao natural e bioestimulacéo (1% de

glicose), em diferentes profundidades, em 150 dias.
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Figura 7.7 Concentragdes dos compostos (benzeno, tolueno, xilenos e C9+) da gasolina pura
(GP) avaliada, em solo, pelos processos de atenuacdo natural e bioestimulacdo (1% de glicose),
em diferentes profundidades, em 150 dias.
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Atenuagéo Natural Gasolina Comercial 150 dias
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Figura 7.8 Percentual (na profundidade 1, 50 e 100 cm, ou de reducdo de 1 a 100 cm) de cada
composto (etanol, benzeno, tolueno, xilenos, C9+ e TPH) da gasolina comercial avaliada, em

solo, pelo processo de atenuacdo natural, em 150 dias.

Bioestimulacdo Gasolina Comercial 150 dias
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Figura 7. 9 Percentual (na profundidade 1, 50 e 100 cm, ou de reducdo de 1 a 100 cm) de cada
composto (etanol, benzeno, tolueno, xilenos, C9+ e TPH) da gasolina comercial, avaliada, em
solo, pelo processo de bioestimulacdo (1% glicose), em 150 dias.
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Atenuacdo Natural Gasolina Pura 150 dias
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Figura 7. 10 Percentual (na profundidade 1, 50 e 100 cm, ou de reducdo de 1 a 100 cm) de cada
composto (benzeno, tolueno, xilenos, C9+ e TPH) da gasolina pura, avaliada, em solo pelo

processo de atenuacdo natural, em 150 dias.

Bioestimulagéo Gasolina Pura 150 dias
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Figura 7. 11 Percentual (na profundidade 1, 50 e 100 cm, ou de reducdo de 1 a 100 cm) de cada
composto (benzeno, tolueno, xilenos, C9+ e TPH) da gasolina pura, avaliada, em solo, pelo

processo de bioestimulacdo (1% glicose), em 150 dias.
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O percentual presente, no solo, de cada composto avaliado (etanol, benzeno, tolueno,
xilenos, C9+, TPH) nos combustiveis gasolina comercial, gasolina pura e etanol, nas
profundidades de 1 e 50 cm e o percentual de reducdo destes (no tempo avaliado em relacdo ao
tempo zero, pode ser observado nas Figuras 7.11 até 7.14)

Pelas Figuras 7.11 e 7.14 verifica-se elevado percentual de reducdo do etanol, no solo,
com gasolina comercial em relacdo aos dois processos avaliados, de até 98%, em 7 dias, na
profundidade de 1 a 50 cm no tubo de PVC. Provavelmente, o elevado percentual de reducéo,
seja devido a volatilizacdo ou degradacdo, pois este experimento foi realizado no verao (inicio de
fevereiro de 2006), até 70 dias e no outono de 70 a 150 dias, com temperaturas de 35 a 40 °C e 25
a 30°C, respectivamente. Segundo a literatura, quando a temperatura eleva-se em 10° C, na faixa
de temperatura de 5 a 35°C, a velocidade de decomposi¢do dobra (MOREIRA & SIQUEIRA,
2006). A taxa de degradacdo dos BTX pode triplicar em fungdo de um aumento de temperatura
em 10°C (CORSEUIL & WEBER, 1994). A temperatura determinard, em parte, 0 ritmo e a
quantidade total do crescimento do organismo. As variagdes térmicas também podem influenciar
nos processos metabolicos e a morfologia celular.

Quanto a volatilizacdo, segundo a literatura, a presenca de etanol favorece volatilizacdo
dos hidrocarbonetos volateis (SILVA, 2004) e elevadas temperaturas também geram maior
volatilizagdo ou degradagdo (CORSEUIL & WEBER, 1994; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006),

destes compostos BTX, principalmente com etanol.
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Figura 7.12 Percentual (presente em 1 cm e em 50 cm, ou reduzido de 1 a 50 cm) de cada composto (etanol, benzeno) do combustivel
(gasolna pura e gasolina comercial) usado no solo em dado processo (atenuagdo natural e bioestimulacdo), avaliado em funcéo do
tempo, como de: A) etanol da gasolina comercial (GC) em atenuacdo natural; B) etanol da gasolina comercial (GC) em
bioestimulacdo; C) benzeno da gasolina comercial (GC) em atenuagdo natural; D) benzeno da gasolina comercial (GC) em
bioestimulacédo; E) benzeno da gasolina pura (GP) em atenuacéo natural; F) benzeno da gasolina pura (GP) em bioestimulacéo.
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Figura 7.13 Percentual (presente em 1 cm e em 50 cm, ou reduzido de 1 a 50 cm) de cada composto (tolueno, xilenos) do combustivel
(gasolna pura e gasolina comercial) usado no solo em dado processo (atenuagdo natural e bioestimulacdo), avaliado em funcéo do
tempo, como de: G) tolueno da gasolina comercial (GC) em atenuacdo natural; H) toleuno da gasolina comercial (GC) em
bioestimulacéo; 1) tolueno da gasolina pura (GP) em atenuacdo natural; J) tolueno da gasolina pura (GP) em bioestimulacdo; L) xilenos
da gasolina comercial (GC) em atenuacéo natura; M) xilenos da gasolina comercial (GC) em bioestimulacéo.
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Atenuacgdo natural-solo com GP Bioestimulagdo-solo com GP Atenuagdo natural-solo com GC

100 -
90
100 -
100 - 80 - 90 |
90 - g 704 80 -
80 < 60 & 70 -
270 = 504 60
2 601 X 40 - 9 50
c o
2 50 g 304 o 40 -
= J 30
X 40 - = 20 X 2]
(] 30 4 0 : 10 A
° 30 T T T T 01
© J 7 15 70 90 150
X 13 7 15 70 90 150
j j j j Tempo (dias)
7 15 70 90 150 Tempo (dias)
M Percolagdo (50 cm) M Remanescente (1 cm) m Redugdo (1 a 50 cm)
Tempo (dias)
Bioestimulagdao-solo com GC Atenuagdo natural-solo com GP Bioestimulagdo-solo com GP
100 - 100 100 -
90 4 90 - 90 -
80 gg 1 80 -
+ 70 A + 1 70
(<] +
60 [8) 60 ~ ) 60
o 50 - %)
o 50 4 (] 20 4 P 50 A
T 401 < 301 ° 401
X 30+ X 20 4 < 30
20 10 4 20 4
10 0] 10
0- ' ' ' ' 7 15 70 90 150 01
7 15 70 90 150 7 15 70 90 150
Tempo (dias) Tempo (dias)

Tempo (dias)

M Percolagdo (50 cm) M Remanescente (1 cm) ® Redugdo (1a50cm)

Figura 7.14Percentual (presente em 1 cm e em 50 cm, ou reduzido de 1 a 50 cm) de cada composto (xilenos, C9+) do combustivel
(gasolna pura e gasolina comercial) usado no solo em dado processo (atenuagdo natural e bioestimulacdo), avaliado em funcéo do
tempo, como de: N) xilenos da gasolina pura (GP) em atenuacdo natural; O) xilenos da gasolina pura (GP) em bioestimulacéo; P) C9+
da gasolina comercial (GC) em atenuacdo natural; Q) C9+ da gasolina comercial (GC) em bioestimulacdo; R) C9+ da gasolina pura
(GP) em atenuacdo natura; S) C9+ da gasolina pura (GP) em bioestimulacao.
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Figura 7.14 Percentuais (presente em 1 cm e em 50 cm, ou reduzido de 1 a 50 cm) dos composto (hidrocarbonetos totais do petroleo,

TPH) do combustivel (gasolna pura e gasolina comercial) usado no solo em dado processo (atenuacdo natural e bioestimulacéo),
avaliados em funcéo do tempo, como de: T) TPH da gasolina comercial (GC) em atenuacdo natural; U) TPH da gasolina comercial
(GC) em bioestimulacédo; V) TPH da gasolina pura (GP) em atenuacdo natural; W) TPH da gasolina pura (GP) em bioestimulacéo; X)
etanol do combustivel etanol (E) em atenuacdo natura; Z) etanol do combustivel etanol (E) em bioestimulacéo.
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A presenca de etanol em 24%, na gasolina comercial pode ter favorecido a maior
degradacéo (ou volatilizagdo) dos compostos BTX e C9+, em solo, com gasolina comercial
nas condicOes estudadas. A degradacdo destes compostos pode ter sido auxiliada pelo etanol,
pelo efeito de co-solvéncia (CORDAZZO, 2000; OLIVEIRA et al., 2004; SOARES, 2006).
Como os hidrocarbonetos monoaroméaticos BTX da gasolina tém solubilidade limitada em
agua; contudo, sdo soluveis em etanol (alcool primario). A presenca de 10% de etanol na
gasolina aumenta a solubilidade do benzeno, tolueno, orto-xileno em agua de 20%, 40% e
50%, respectivamente (PENNER, 2000). Logo o etanol na gasolina tende a solubilizar mais
estes compostos, e pode tornar 0s mesmos mais biodisponiveis a microbiota do solo, e
acelerado a reducéo deste.

Quanto a volatilizacdo, segundo a literatura, a presenca de etanol em 20 a 26% na
gasolina favorece em 10% a volatilizacdo dos hidrocarbonetos volateis (SILVA, 2004). Em
elevadas temperaturas, principalmente na estacdo do ano, verdo, pode ter havido maior
volatilizacdo ou degradacdo (COUSEUIL & WEBER, 1994; MOREIRA & SIQUEIRA,
2006) destes compostos BTX com etanol e também do proprio etanol.

A glicose, na auséncia do etanol, no solo, com gasolina pura, pelo processo de
bioestimulagdo, parece ter auxiliado a maior redugdo do composto tolueno, xilenos, C9+ e
TPH nas duas profundidades (50 e 100 cm), em relacdo ao processo de atenuacdo natural
Figuras 7.9 e 7.10. Tal fato concorda com a literatura, que informa que a glicose que é uma
fonte de carbono prontamente biodegradavel e pode favorecer a biodegradacdo de
contaminantes no meio (KIM et al., 2002; BOULD et al., 2003; SABATE et al, 2004; LEE et
al., 2007). Isto também ocorreu com gasolina comercial, principalmente em relacdo aos
compostos C9+, no processo de bioestimulacdo em 50 e 100 cm de profundidade, aos 150
dias, Figuras 7.7 e 7.8;

A mobilidade dos compostos BTX de 1 cm de profundidade para 50 e 100 cm, foi
maior no solo com gasolina pura do que no solo com gasolina comercial (com 24% etanol),
nos dois processos avaliados neste experimento, com sistema aberto, nas condi¢fes
estudadas, no tempo zero (coleta 1 hora ap6s a montagem dos experimentos). Isto discorda,
em parte da literatura que informa que o etanol favorece a mobilidade dos BTX (PENNER,
2000; SOARES, 2006), principalmente em agua. A presenca de etanol na gasolina aumenta a
solubilidade dos hidrocarbonetos aromaticos em agua e com elevadas concentragdes de etanol
nesta, tende a gerar maior mobilidade dos hidrocarbonetos principalmente dos BTX,
aumentando o deslocamento da pluma de contaminacdo da gasolina na agua (SOARES,
2006).
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Como este experimento foi realizado, em solo, com 12% de umidade inicial, ndo se
observou acentuada mobilidade dos compostos BTX e C9+, da gasolina comercial, pelo
processo de atenuagdo natural devido a provavel volatilizacdo ou sorcdo (no solo) destes
compostos. Entretanto, estes compostos da gasolina comercial no processo de bioestimulacéo
(1% de glicose) apresentaram uma maior mobilidade de 1 cm para 50 cm de profundidade,
provavelmente devido a presenca da glicose, visto que no processo de atenuagdo esta
mobilidade foi bem menor, tanto que sO se percebeu a percolacdo ou mobilidade destes
compostos, a partir de 7 dias.

Comparando os percentuais de reducdo nas duas profundidades (1 a 50 cm) dos
composto ou o percentual presente de cada composto (etanol, BTX, C9+ e TPH) da gasolina
comercial a uma determinada profundidade (1 e 50 cm), no solo, no sistema aberto (tubo de
PVC) notou-se elevados percentuais de reducdo destes compostos nos dois processos
avaliados, aos 7 dias (de até 90%) e aos 90 dias (de até 98%), exceto para 0s compostos
xilenos e C9+. Aos 150 dias, os xilenos atingem reducdo de 98% e os C9+ reduzem numa
faixa de 80 a 90%. Neste periodo os compostos C9+ da GC apresentaram maior percentual de
reducao no processo de bioestimulacéo.

Pelos percentuais de reducdo dos compostos BTX, C9+ e TPH da gasolina pura, no
solo, se pode verificar:

- grandes percentuais de reducéo deste composto, em ambos processos estudados aos 7
dias de até 72% ;

- mobilidade bem acentuada destes compostos para 50 cm, no tempo zero de até
74,94%, no processo de bioestimulacdo e de até 71,73 % no processo de atenuacgdo natural, e
também se observa que houve deslocamento para 100 cm de profundidade, aos 150 dias;
exceto o composto benzeno, que ndo apresentou mobilidade para 100 cm de profundidade.
Além disso, o composto benzeno apresentou a maior mobilidade no tempo zero e pequenos
percentuais de mobilidade, nos periodos de 7 a 90 dias, para 50 cm de profundidade. Os
compostos tolueno, xilenos e C9+ no solo com gasolina pura apresentaram maiores
percentuais de mobilidade no processo de bioestimulagdo do que no de atenuacgao natural. Os
compostos C9+ apresentaram maior deslocamento de 1 cm para a profundidade de 50 cm, no
processo de atenuacdo natural, em funcéo do tempo. Tanto que, 0s percentuais mais elevados
dos compostos C9+foram observados na profundidade de 50 cm, nos periodos de 70, 90 e 150
dias, de até 50%.

No sistema aberto verifica-se elevada reducdo dos compostos BTX, C9+ e TPH da

gasolina comercial em relacdo a gasolina pura, em ambos processos estudados e em todos 0s
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tempos de amostragem. Tanto que, aos 7 dias, na profundidade de 1 cm, nota-se reducdo de
todos os compostos avaliados da gasolina comercial, entorno de 90% e da gasolina pura de até
72%, com diferenca de no maximo 18% a mais na reducdo dos compostos da gasolina
comercial. Nos experimentos de Cunha et al. (2004), em blocos cubicos de solo (30 cm?)
contaminados no centro com gasolina comercial (22% de etanol) houve redugédo dos TPH, em
60 dias, nos processos de atenuacdo natural (74%) e bioventilagdo (98%). No presente
trabalho, aos 60 dias, (Figuras 7.6) nota-se elevada reducédo (de 1 a 50 cm de profundidade)
dos compostos TPH da gasolina comercial no processo de atenuacdo natural (98,0%) e
bioestimulacdo (99,5%), entre nas profundidades de 1 a 50 cm, portanto neste trabalho,
verifica-se maior reducdo ddo TPH no processo de atenuacdo no que o informado na literatura

acima.

7.2.7 Andlise bioldgica de heterotroficos no sistema aberto

Na Tabela 7.11 pode-se visualizar os resultados da estimativa do numero mais
provavel (NMP) de micro-organismos heterotroficos totais existentes nas amostras de solo
dos tratamentos em relacdo aos processos, na profundidade de 1 e de 50 cm, para os periodos
de coleta de 0 e 150 dias.

Pelos dados da Tabela 7.11 observa-se que ndo houve um aumento significativo do
NMP de heterotréficos entre os tratamentos e as profundidades estudadas, exceto no processo
de bioestimulagdo com gasolina pura (4,9 log g*) em relagdo ao testemunho 2 (6,1 log g*;
solo com glicose) em 1 cm de profundidade, aos 150 dias, nota-se diferenca de 1,2 log entre

estes dois tratamentos.
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Tabela 7. 11 Estimativa de micro-organismos heterotréficos totais existentes nas amostras de

solo dos tratamentos, em sistema aberto, na profundidade de 1 e 50 cm, nos periodos de 0 e

150 dias.
Dados Estimativa do NMP de micro-organismos heterotréficos totais dos
tratamentos (processos e testemunho) em sistema aberto, nos periodos de
0 e 150 dias.
Tratamento Testemunho
(log g* de solo) (log g* de solo)
Solo Profundidade Processo Gasolina | Gasolina | Etanol | Solo
em tempo (dias) comercial | pura
1- Solo 1 cm- (0) Atenuacdo 6,21 5,42 6,30 5,61
50 cm- (0) Natural 6,15 5,63 6,13 1 5,60
2- solo com | 1cm-(0) Bioestimulacéo 6,12 5,52 6,32 6,22
1% de glicose | 50 cm- (0) (1% de glicose) 6,13 5,84 6,70 2 6,23
1- Solo 1 cm- (150) Atenuacéo 7,00 5,92 6,21 6,04
50 cm - (150) Natural 5,92 5,93 6,32 1 5,70
2- solo com | 1cm - (150) Bioestimulacéo 6,43 491 6,53 6,12
1% de glicose | 50 cm - (150) (1% de glicose) 6,01 6,30 5,90 2 6,13

7.2.8 Andlise bioldgica de degradadores no sistema aberto

Na Tabela 7.12 pode-se visualizar os resultados do nimero mais provavel (NMP) de
micro-organismos degradadores, no solo dos tratamentos, em funcdo dos processos e das
profundidades de 1 e 50 cm, no periodo de 0 e 150 dias.

Segundo a Tabela 7.12 observam-se algumas variacbes nos valores do NMP de
degradadores entre os tratamentos e as profundidades estudadas, no periodo de tempo de 0 e
150 dias, principalmente nos tratamentos de testemunhos com gasolina pura, no tempo zero.
As variagOes observadas podem indicar mudanca na biodiversidade da microbiota, com a
predominancia de organismos hidrocarbonoclasticos (BENTO et al., 2005). Segundo Mariano
(2006), a biomassa microbiana total ativa pode diferir na composicdo de espécies e em

regimes metabolicos.
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Tabela 7. 12 Estimativa do NMP (numero mais provavel) de micro-organismos degradadores

existentes nas amostras de solo (com e sem combustiveis) dos tratamentos, em sistema aberto,

nas profundidades de 1 e 50 cm, nos periodos de 0 e 150 dias.

Estimativa do NMP micro-organismos degradadores dos tratamentos em
sistema aberto, no periodo de 0 e 150 dias.
Tratamento Testemunhos (solo)
(log g'de solo) (log g*de solo)
Solo Profundidade | Processo Gasolina | Gasolina | Etanol Gasolina | Gasolin | Etanol
em tempo (dias) comercial | pura comercial | apura
1- Solo lcm-(0) AN 2,53 2,98 2,86 2,53 1,4 2,71
50cm - (0) 2,93 2,98 2,86 2,53 1,0 2,71
2- solo + | 1lcm-(0) BIE 3,01 2,60 2,67 3,16 1,5 2,88
1% glicose | 50 cm - ( 0) 3,48 2,60 2,67 3,16 1,7 2,88
1- Solo lcm - (150) AN 3,76 3,76 2,00 3,78 4,62 4,93
50cm -(150) 3,78 3,52 2,10 3,75 417 | 493
2- solo + | 1cm - (150) BIE 3,64 3,51 4,02 4,16 4,41 4,66
1% glicose | 50 cm - (150) 2,32 4,29 3,40 4,30 467 | 4,96

OBS: AN= atenuagdo natural , BIE= bioestimulagéo.

7.2.9 Analises dos teores de umidade e pH no sistema aberto

Os teores de umidade do testemunho 1 (solo, sem glicose), obtidos nas profundidades 1

e 50 cm, em relagédo ao tempo no sistema aberto, podem ser observados na Figura 7. 15.

As analises de teor de umidade do solo mostraram significante perda de agua em 150
dias, cujos valores foram de 5,1% (1 cm), 9,1% (50 cm) e 3,5 % (100 cm), considerando 12%

para o tempo zero, em todas as profundidades estudadas. Segundo Shewfelt et al. (2005), os

teores de umidade proximos de 18 a 12 % geralmente favorece a maior degradagdo. O

decréscimo do teor de umidade pode ter comprometido a atividade microbiana e favorecido a

maior volatilizacgdo dos compostos mais volateis dos combustiveis. E, também as altas

temperaturas ocorridas, durante os experimentos (35 a 40 °C, até 70 dias e de 25 a 30°C de 70

a 150 dias), provavelmente favoreceram a maior volatilizacéo.
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Figura 7. 15 Teores de umidade do solo (testemunho 1) em fungdo do tempo, nas
profundidades de 1 e 50cm, em sistema aberto.

Os valores de pH das amostras de solo dos tratamentos (processos e testemunhos), no
sistema aberto, em tempo zero (coleta apds 1 hora de montagem dos experimentos) e em 150
dias, nas trés profundidades (1, 50 e 100 cm), podem ser visualizados na Tabela 7. 13 .

Tabela 7. 13 Valor médio de pH da amostra de solo de cada tratamento em funcdo das

profundidades de 1, 50 e 100 cm e no tempo zero, em sistema aberto.

Valor médio do pH da amostra de cada tratamento em sistema aberto, em
tempo zero.
Tratamento Testemunho
Solo Profundidade Processo Gasolina | Gasolina Alcool Solo
comercial pura
1- Solo lcm 5,2 5,2 5,2 55
50 cm ATENUAGAO 54 54 44 1 [ 50
NATURAL
100 cm 53 54 5,0 51
2- solo com | 1cm 4,4 4,5 4,6 5,7
1% glicose | 50 cm BIOESTIMULAGAO 47 49 47 2 [ 57
100 cm 57 57 55 54

Na tabela 7.13e 7.14, nota-se que ndo houve um aumento significativo nos valores de

pH entre os tratamentos e as profundidades estudadas, para os periodos de zero e 150 dias.
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Isto pode ter ocorrido devido ao efeito tamponante que o solo pode apresentar (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006).

Por outro lado, verifica-se que o pH do solo apresentou-se numa faixa de 4,4 a 5,7 nos
tratamentos com combustivel. Segundo Mielniczuk, (1991) quando o pH for inferior a 5,0, a
taxa de degradacdo pode ser afetada. Além disso, o pH determina o tipo de micro-organismo
que participara na degradacdo dos compostos organicos e pode reduzir a solubilizagdo e a
lixiviacdo de metais pesados. Para Moreira & Siqueira (2006), os fungos sdo mais adaptados a
valores de pH menores que 5, enquanto que bactérias, incluindo actinomicetos e

cianobactérias, se adaptam aos valores de pH entre 6 e 8.

7.3 CONCLUSOES

O sistema fechado foi utilizado para se verificar o potencial da atividade microbiana
do solo, em degradar os combustiveis utilizados nos dois processos, atenuacdo natural e
bioestimulacdo, através de varias analises. Pelas analises respirométricas nota-se que 0s
combustiveis podem ter gerado maior impacto a microbiota do solo, até 20 dias. A partir de
70 dias o combustivel etanol e a gasolina comercial no processo de bioestimulacdo
produziram maior liberagdo de CO; do que o testemunho 1 e apresentaram maiores
percentuais de mineralizagcdo em relacdo ao testemunho 1, aos 150 dias. A gasolina pura, nos
dois processos, ndo apresentou maior liberagdo de CO2 do que o testemunho 1 até o final do
experimento, podendo indicar maior impacto deste a microbiota nativa do solo nas condicGes
estudadas. Com as analises biolégicas (NMP de heterotréficos e degradadores) e de pH néo se
verificou diferenca significativa nos tratamentos e sistemas estudados, nos periodos de zero e
150 dias.

Pelas analises quimicas realizadas por cromatografia pode-se verificar que 0s
compostos existentes no combustivel gasolina comercial e etanol reduziram mais rapidamente
do que os compostos da gasolina pura nos dois processos estudados com o tempo. Em 150
dias os compostos BTX da gasolina comercial e da gasolina pura no solo nos dois processos
estudados, em 1 cm de profundidade, apresentaram concentragfes menores que os valores de

interdicdo ambiental, nos dois sistemas (fechado e aberto).
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No sistema aberto, pelas analises quimicas de cromatografia verificou-se que, todos 0s
combustiveis com o composto etanol, como o alcool com 99,9% de etanol e a gasolina
comercial com 24% de etanol, apresentaram maior reducdo na maioria de seus compostos, ja
aos 7 dias e menor mobilidade de seus composto no solo do que o observado com 0s
compostos da gasolina pura. Isto ocorreu provavelmente devido a maior volatilizagdo dos
compostos da gasolina comercial com a presena e auxilio do composto etanol e devido as
elevadas temperaturas, geradas no inicio do experimento, principalmente na estacdo do ano,
verdo. Além disso, no sistema aberto, observou-se maior reducdo dos compostos BTX da
gasolina comercial do que da gasolina pura no solo, em todas as profundidades estudadas em
ambos processos empregados. Também se verificou que os compostos BTX da gasolina
comercial apresentaram concentracfes menores que os valores de interdicdo ambiental em
todas as profundidades (1, 50 e 100 cm), avaliadas nos processos estudados. Isto ndo ocorreu
com os compostos BTX da gasolina pura, exceto na profundidade de 1 cm. Este fato leva a
pensar que o etanol presente na gasolina comercial favorece a maior reducdo destes
compostos. Logo por este experimento pode-se pensar que o etanol presente em 24% na
gasolina comercial parece ter favorecido a maior reducdo (pela degradacédo ou volatilizagéo)
dos compostos da gasolina comercial no periodo do ano estudado, (verdo de 2006) nos dois
processos avaliados, no sistema aberto, nas condicGes estudadas.

No sistema aberto a glicose no processo de bioestimulacdo em relagdo ao de atenuagéo
natural, em 150 dias, pode ter favorecido a maior reducdo dos compostos C9+ de cada
gasolina (pura e comercial) utilizada, principalmente nas profundidades de 50 e 100 cm. Neste
periodo este processo de bioestimulagdo com gasolina pura, sem etanol, pode ter acelerado
mais a reducdo de outros compostos, além do C9+, como do tolueno, xilenos e TPH em
relacdo ao processo de atenuacao natural, principalmente nas profundidades de 50 e 100 cm.
Logo estes dados tendem a informar que 1% de glicose, no solo, com gasolina pura,
provavelmente acelerou as reducdes da maioria dos compostos da gasolina pura, nas
profundidades de 50 e 100 cm avaliadas, nas condicOes estudadas, em 150 dias.

O teor de umidade do solo diminui com o tempo e apresentou diferentes percentuais
em cada profundidade do sistema aberto, com o tempo, e também aos 150 dias. Este fator
pode ter influenciado na degradacéo e volatilizacdo dos compostos dos combustiveis, no solo,

nas condicdes estudadas.
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8 CONCLUSAO GERAL DOS ESTUDOS

Estudo 1 — o solo da area 1 do landfarming (com histérico de contaminagédo de 21
anos com borra oleosa e que sofreu adicdo de gasolina comercial (com 24% de etanol, em
sistema fechado), ap6s 30 dias de incubagdo, foi o que apresentou maior degradacéo
quantitativa dos compostos (etanol, BTX, C9+ e TPH) da gasolina comercial. Desse solo da
area 1 foram obtidos 17 isolados bacterianos e dos mesmos selecionados 7 isolados de maior
potencial de degradacdo dos compostos da gasolinacom. Esses 7 isolados foram utilizados
com concentragdo média de células de 10* UFC mL™ e degradaram em parte os compostos da
gasolina comercial, enquanto que os consorcios (denominados N1, N2 e N3) com
concentracio média de células de 108 UFC mL™* reduziram, em 3 dias, os compostos da
gasolina comercial (95 a 98% TPH), em meio liquido no sistema fechado. Isto ressalta a
importancia de considerar a concentracdo das células do inéculo e o papel do co-metabolismo
dos consorcios no tratamento de poluentes nas condi¢bes estudadas. No estudo 1 os
consorcios obtidos foram mais eficientes na degradacdo da gasolina comercial em meio
liquido nas condi¢6es estudadas.

Estudo 2 — pelos resultados obtidos nestes testes realizados e nas condigdes utilizadas
nos dois sistemas fechados A e B, o melhor processo de biorremediagdo do solo com gasolina
comercial foi o de atenuacdo natural em relacdo aos processos de bioestimulacdo e
bioestimulacdo com bioaumentacéo.

Estudo 3 — pelas anélises respirométricas, sistema fechado, verificou-se que 0s
combustiveis podem ter gerado maior impacto a microbiota do solo até 20 dias, concordando
com os resultados obtidos no estudo 2, que utilizou gasolina comercial (com testes de
biorremediacdo de até 50 dias). A partir de 70 dias o combustivel etanol e a gasolina
comercial no processo de bioestimulacdo produziram maior liberacdo de CO, do que o
testemunho 1 e apresentaram maior percentuais de mineralizacdo em relacdo ao testemunho 1
aos 150 dias. A gasolina pura nos dois processos ndo apresentou maior liberagdo de CO> do
gue o testemunho 1 até o final do experimento, podendo indicar maior impacto deste a
microbiota nativa do solo nas condicdes estudadas.

Pelas analises cromatograficas pode-se verificar que, 0S compostos existentes no
combustivel gasolina comercial e etanol reduziram mais rapidamente do que os compostos da

gasolina pura, nos dois processos estudados com o tempo. Em 150 dias, 0os compostos BTX
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da gasolina comercial e da gasolina pura no solo nos dois processos estudados, em 1 cm de
profundidade, apresentaram concentragdes menores que os valores de interdicdo ambiental em
150 dias nos dois sistemas (fechado e aberto).

No sistema aberto, pelas analises cromatogréaficas verificou-se que os combustiveis,
etanol com 99,9% de pureza e a gasolina comercial com 24% de etanol, ja nos primeiros 7
dias, apresentaram maior redugdo na maioria de seus compostos e menor mobilidade de seus
composto no solo do que o observado com os compostos da gasolina pura. Isto ocorreu,
provavelmente, devido a maior volatilizacdo dos compostos da gasolina comercial auxiliada
pela presenca do composto etanol e de elevadas temperaturas, geradas no inicio do
experimento, principalmente na estacdo do ano verdo. No sistema aberto, observou-se maior
reducdo dos compostos BTX com concentracbes menores que os valores de interdi¢do
ambiental em todas as profundidades (1, 50 e 100 cm), avaliadas no solo com na gasolina
comercial do que no com gasolina pura, em ambos processos empregados. Isto ndo ocorreu
com os compostos BTX da gasolina pura, exceto na profundidade de 1 cm, indicando que o
etanol presente na gasolina comercial favorece a maior reducao destes compostos.

No sistema aberto a glicose no processo de bioestimulacdo em relacdo ao de atenuacédo
natural, em 150 dias, pode ter favorecido a maior reducdo dos compostos C9+, do tolueno,
xilenos e TPH, principalmente da gasolina pura nas profundidades de 50 e 100 cm. Logo,
estes dados tendem a informar que 1% de glicose no solo com gasolina pura induziu um
aumento nas reducGes da maioria dos compostos da gasolina pura, nas profundidades de 50 e
100 cm avaliadas, nas condic¢des estudadas, em 150 dias.

Nos estudos 2 e 3, pelas andlises bioldgicas (de heterotréficos e/ou degradadores) e de
pH ndo foi verificado diferenga significativa nos tratamentos e sistemas estudados, nos
periodos de zero e 150 dias. Entretanto, nestes estudos se verificou que o teor de umidade do
solo diminui com o tempo e apresentou diferentes percentuais em cada sistema estudado, nas
trés profundidades avaliadas do sistema aberto. O teor de umidade pode ter influenciado na
degradacéo e volatilizacdo dos compostos dos combustiveis no solo nas condic¢des estudadas.

Conforme os estudos 2 e 3 realizados nas condic¢des utilizadas o melhor processo de
biorremediagéo foi o de atenuacdo natural com gasolina comercial, nos sistemas abertos e
fechados.

No estudo 3, sistema aberto, 0 melhor processo observado para o combustivel etanol

foi o de atenuacéo natural e para a gasolina pura foi o de bioestimulagédo com 1% de glicose.
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9 PERSPECTIVAS DE ESTUDOS

- estudar os processos de atenuacdo natural e bioaumentacdo de solo contaminado com
gasolina comercial, com continuas correces do pH e umidade, e frequentes trocas de
oxigeénio;

- avaliar a biodegradacdo e/ou a volatilizacdo da gasolina comercial no solo, através dos
processos de Bioaumentacéo e atenuacgdo natural em funcao do controle (solo estéril);

- identificar os sete isolados bacterianos selecionados no estudo 1;

- estudar os processos de atenuacdo natural e bioestimulagdo de solo contaminado com
gasolina pura ou outros combustiveis, com continuas corre¢es do pH e umidade, e frequentes
trocas de oxigénio;

- avaliar os sete isolados sozinhos ou na forma de consoércios com maiores concentracfes de
inéculo, em meio liquido em relacdo a degradacgdo da gasolina comercial;

- utilizar outra metodologia, de isolamento de micro-organismos do solo landfarming
conforme a metodologia 2 de Jacques (2005);

- avaliar os sete isolados na forma de consoércios bacterianos (com concentracfes de indculo

de 108 UFC) em meio liquido com diferentes combustiveis.
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ANEXO 1

Al- Padronizacdo Externa

Para a padronizacdo externa foram feitas as seguintes soluces:

1) solucéo estoque A

Adicdo de aproximadamente 2 g, pesadas em balanca analitica com precisdo de
décimos de miligrama, de cada uma das solucdes de benzeno (99,96 % de pureza); tolueno
(99,68 % de pureza); xilenos meta, para e orto (1:1:1 v v-1) (99,23 % de pureza); solucao de
C9+ descrita na Tabela 1 (98,03 % de pureza), em um frasco de headspace de 20 mL. Apds
a adicdo das solugbes, o frasco foi imediatamente lacrado com septo de silicone/teflon
(teflon para a parte interna do frasco) e selo de aluminio e a mistura homogeneizada por
agitacdo manual por 30 segundos. As massas de cada solucdo foram devidamente anotadas
para posterior calculo das concentracdes. A solucdo mae foi mantido em geladeira, 4 °C, no
méaximo por 90 dias.

O célculo da concentracdo de cada componente da solugdo mde A em % massa,

encontra-se descrito abaixo.

Ci(% massa) = __M;_x Pureza (%)
M+

Onde:

Ci = Concentracdo do componente i na mistura da solu¢cdo mae em % massa

Mi = Massa do componente i, em gramas

Pureza (%) = percentual de pureza docomponente i

MT = Somatorios das massas de todos os componentes da mistura mée (benzeno, tolueno,

xilenos e C9+), em gramas.
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Tabela 1 Descri¢cdo dos % dos componentes que compde a solugdo C9+

componentes % massa

etil benzeno 0,014
Xilenos 0,276
isopropil benzeno 4,391
n propil benzeno 15,354
1,3 &1,4 metil etil benzeno 53,889
1,3,5 trimetil benzeno 3,268
1,2 metil etil benzeno 9,612
1,2,4 trimetil benzeno 4,161
iso butil benzeno 0,157
sec butil benzeno 0,061
1,2,3 trimetil benzeno 0,185
1,3 metil isopropil benzeno 0,140
1,4 metil isopropil benzeno 0,074
Indano 5,064
1,2 metil isopropil benzeno 0,037
1,3 dietil benzeno 0,093
1,3 metil npropil benzeno 0,052
1,4 dietil benzeno 0,066
1,4 metil npropil benzeno 0,020
C10H16 biciclo endo 0,102
metil indano 0,010
C10H16 biciclo exo 1,628
C11 arom (1,4 metil tC4 benzeno) 0,015
naftaleno <0,001
C9+ aromaticos 96,624

2) solucéo estoque B

A preparacdo da solucdo mée B foi realizada em um frasco de headspace de 20 ml,
pesando em balanca analitica (com precisdo de décimos de miligrama), 15 mL de metanol e
200 uL da solucdo mée A, anotando as respectivas massas. Imediatamente o frasco foi
lacrado com septo de silicone e tampa de aluminio e a solugdo homogeneizada por agitacéo
manual por 30 segundos. A solucédo foi mantido em geladeira, 4 °C, no maximo por 14 dias.

O calculo da concentracdo de cada componente da solugdo mie B em mg kg?,

encontra-se descrito abaixo.

Ci (mg kg?) =_Ci na solucdo A x massa da solucio A adicionada em mg x 1000

Massa total da solugédo B em gramas x 100
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Onde:
Ci na solugédo A = Concentragdo do componente i na solugcdo mée A, em % massa;

1000 = conversdo da massa em g para kg ou para expressar a concentragdo em mg kg?;
100 = converséo da expressdo de % em massa para g;

3) solugdes padrdes de trabalho (C)

As solucgdes padrdo C foram confeccionadas para a verificacdo da faixa de linearidade
e curvas de calibracgéo.

As curvas de calibragdo forma determinadas a partir da preparacdo dos padrdes com
cinco diferentes concentragdes, preparas como segue:
3a- volumes de 200, 400, 600, 800, 1000 pL da solucdo mée B, foram pesados em balGes
volumétricos de 100 mL e diluidos com &gua deionizada, até a marca do volume do baldo,
seguidos de homogeneizacdo. As massas correspondentes foram devidamente anotadas para

calculos das concentragdes.

Curva de calibragao para amostras de solo

As amostras para a calibracdo externa das amostras de solo foram feitas, em frasco de
headspace de 20 mL, com adicdo del0 mL da solucdo 3a de concentracdo desejada e 2 g de
solo in natura. Imediatamente o frasco foi vedado com septo de silicone e lacre de aluminio,

seguido de agitacdo manual por 30 segundos.

Curva de calibragédo para amostras do meio mineral (M1)

A padronizacdo para 0 meio mineral foi realizada através da pesagem, em balanca
analitica, dos volumes de 200, 400, 600, 800, 1000 uL da solucdo mée B, em balGes
volumetricos de 100 mL, com posterior diluicho com o meio mineral M1, até a marca do
volume do baldo, seguidos de homogeneizacdo. As massas correspondentes foram

devidamente anotadas para célculos das concentracdes.
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Dez mL da concentracdo desejada foram adicionados em frasco de headspace de 20
mL, imediatamente lacrados com septos de silicone e tampas de aluminio, seguidos de

homogeneizacdo por 30 segundos, para posterior analise em cromatografia gasosa.

CALCULO E EXPRESSAO DO RESULTADO
O célculo da concentracdo de cada componente foi obtido através das seguintes
expressoes:
a- calculo do fator de resposta:
Aip=FixCip ou Ci=Ai/Fi ou Fi= Ai/Ci

Onde: Cip = Concentrac¢do do componente i na amostra padrao
Aip = Area do componente i da amostra padr&o
Fi = Fator de resposta do componente i

b- calculo da concentragcdo do componente i na amostra de solo.

Cia (mg kg de solo) = Cip x 10 mLp x Aia
Aip x m da amostra (g)

onde:

Cia = = Concentracdo do composto i na amostra de solo, expressa em mg do

omponente i / kg de solo.

Cip= Concentracdo do composto i na solucdo padrdo de trabalho em mg/L;
10 = volume de solucéo padrdo, mL.
Am = area do composto i ha amostra;
Aia = area do composto i da solucdo padréo de trabalho C;
m da amostra = massa de amostra analisada em g.

c- calculo da concentracdo do componente i na amostra de meio mineral M1.

Ci(mgL ™) = CipxAim
Aip
onde:
Cip = Concentracdo do composto i na solucéo padrao de trabalho C em mg/L;
Aim = &rea do composto i na amostra;

Aip = area do composto i da solugdo padrdo de trabalho C.
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ANEXO 2

A2- Analises dos combustiveis

A caracterizacao dos combustiveis gasolina pura, gasolina comercial e alcool, foi

realizada no laboratério da COPESUL S/A, e esta apresentada nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 - Caracterizacdo da gasolina pura e gasolina comercial.

Compostos % em vol dos compostos presentes nas
gasolinas
Gasolina Pura Gasolina Comercial
Alcool-etanol 0 24,6
Total de aromaticos 30,0 21,9
Total de olefinicos 14,3 3,60
Total de saturados 55,7 49,5
Total 100 100
Benzeno 1,1 0,76
Densidade (mg mL™?) 0,761 0,757

Tabela 2 - Caracterizagdo do combustivel etanol

Acidez com &cido acético (mg L ™) 10,46

Aspecto visual limpido sem material em suspensdo
Condutividade a 20°C (uS m™) 0,921

Cor alaranjada

Densidade (mg mL™?) 0,7908

Pureza 99,5 %
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ANEXO 3

A3- Caracterizacdo do solo in natura

Segundo Embrapa (1999) o solo proveniente da cidade de Triunfo, RS, é classificado

como Argissolo Vermelho distrofico. Sua caracterizagdo encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracterizacdo do solo de Triunfo, RS.

indice SMP- avalia a mudanca de pH de uma solugio tamponada, conforme 0 método proposto por

Parametro Unidade Valor
Argila gkg? 290,0
pH H20 49
indice SMP 5,7
Fosforo mg dm3 2,9
Potassio mg dm® 246,0
Matéria Organica g kg? 34,0
Aluminio trocavel cmolc dm3 0,8
Calcio trocavel cmolc dm3 35
Magnésio trocavel cmol, dm3 1,7
Al+H cmole dm 6,2

Capacidade de Troca de Cétions cmole dm 12,0
Saturacdo de bases % SAT daCTC 48,0
Saturacdo de aluminio % SAT da CTC 6,6
Enxofre mg dm® 6,1
Zinco mg dm’3 3,8
Cobre mg dm’3 1,2
Boro mg dm3 0,6
Manganés mg dm’3 35
Nitrogénio (TKN) % 0,12

Shoemaker et al. (1961), este é correlacionado com a quantidade de calcario necessaria para atingir valores de

pH compativel com as diversas culturas.
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