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RESUMO

SPINELLLI, L.F. Biorremediag¢ao, toxicidade e lesao celular em um derrame de gasolina. 2005.
Tese (Doutorado em Engenharia) — Programa de Pds-Graduagdo em Engenharia Civil,
UFRGS, Porto Alegre.

O presente trabalho abrange um estudo integrado que busca as relagcdes existentes entre
processos de biorremediacao de solos e alteragdes das condic¢des fisioldgicas dos organismos
que habitam os locais contaminados. Nos estudos envolvendo biorremediagdo, analisou-se
como um derrame de gasolina, simulado através de ensaios de laboratério em microcosmos,
altera a microbiota do solo e a dindmica dos contaminantes ao longo do tempo. Para tanto,
avaliou-se a populacdo microbiana (através de métodos de contagem direta e métodos
qualitativos com 1amina enterrada, e identificacdo dos microrganismos), o nitrogénio mineral,
o pH e a condutividade elétrica do solo, evolu¢do de CO,, cromatografia gasosa, além de
ensaios de permeabilidade, pluviometria e agregacdo de particulas do solo. Observou-se que
materiais organicos melhoram as caracteristicas gerais dos solos ao final dos tratamentos, e ao
mesmo tempo retém o contaminante — no caso gasolina — por um maior periodo de tempo.
Existe uma evidente influéncia dos microrganismos nos processos de biorremediacdo de
gasolina e do diesel analisados, comprovada através de cromatografia gasosa. Através de
testes em modelo animal, analisados através de parametros sangiiineos, histologia, pH e
condutividade elétrica de macerados de Orgdos, observou-se alteracdes importantes no
metabolismo dos animais e, em especial, identificou-se um novo teste — baseado na variagao
de condutividade elétrica — que pode auxiliar na andlise fisiopatoldgica de 6rgdaos com
supostas lesdes. Uma integracdo entre as dreas de Engenharia Geotécnica, Agronomia,
Medicina, Biologia, Farméicia e Bioquimica foi obtida, provando a necessidade de projetos

multidisciplinares no futuro da pesquisa.

Palavras-chave: biorremediac@o; contaminacao ambiental; derrame gasolina; toxicidade e
lesdo celular.
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ABSTRACT

SPINELLI, L.F. Bioremediation, toxicity and cellular lesions in gasoline spill. 2005. PhD.
Thesis — Post Graduation Program in Civil Engineering, UFRGS, Porto Alegre.

This research consists of an integrated study to verify the relationships between
bioremediation processes and physiological and biochemical alterations of the living
organisms in contaminated sites. Bioremediation studies of gasoline spills were simulated by
laboratory tests. Soil microbiology (direct plate counting, qualitative methods -buried lamina-
and identifying), mineral nitrogen, pH and electrical conductivity, CO, evolution, gaseous
chromatography, and also permeability, pluviometry and aggregation tests of soil particles
were analyzed. It was observed that organic materials increase soil characteristics at the end of
all treatments when compared to a control, and at the same time, maintain the contaminant —
gasoline — for a larger period in soils. There is an obvious influence of the activity of the
microorganisms in the bioremediation process of gasoline and diesel oil. Highest levels of
moist maintain contaminants in soil, well identified by gaseous chromatography.
Experimental tests with animal model (blood parameters, histology and pH and electrical
conductivity of macerated organs) proved to be important in the prediction of alterations in
animal metabolism, and in particular, a new test based on electrical conductivity to analyze
pathologic lesions in organs such as kidney, lungs and bone marrow was identified.
Integration among geotechnical engineering, agronomy, medicine, biology, and pharmacy and

biochemistry was obtained which demonstrates the need of multidisciplinary projects.

Key words: bioremediation; environmental contamination; gasoline spill; toxicity and cellular
lesion.
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ABREVIATURAS

Acetil co-A: acetil coenzima A

ADP: adenosina difosfato

ALT: alanina aminotransferase

AST: aspartato aminotransferase

ATP: adenosina trifosfato

BTEX: benzeno, tolueno, etil-benzeno e xileno
CHCM: concentragdo hemoglobinica corpuscular média
CPK: creatinaquinase

CPK-MB: creatinaquinase fracio MB

CS: citrato sintase

EDTA: 4cido etileno diamino tetra-acético
ENA: anomalias nucleares eritrocitérias

EPA: Environmental Protection Agency
EROD: etoxiresorufina-O-dietilase

Hb: hemoglobina

Hct: hematdcrito

HE: hematoxilina eosina

LDH: lactato desidrogenase

MPN: nimero mais provavel

MTBE: metil terc-butil éter

MWD: didmetro médio padrao

NAD+ e NADH: nicotinamida adenina dinucleotideo oxidada e na forma reduzida
NPK: solucdo de nitrogénio, fésforo e potdssio
PAH: hidrocarbonetos arométicos policiclicos

PCR: rea¢do em cadeia da polimerase



RBC: células vermelhas sanguineas

SNC: sistema nervoso central

SVOC: compostos orginicos semi-volateis
TPH: hidrocarbonetos de petrdleo totais
VCM: volume corpuscular médio

VOC: compostos organicos volateis

WAF: fracdo acomodada em dgua

WBC: células brancas sanguineas

YGT: gama glutamil transferase
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CAPITULO 1 - A PESQUISA

1 INTRODUCAO

1.1 RISCOS AO AMBIENTE E AOS SERES VIVOS

Os hidrocarbonetos presentes nos combustiveis t€m sido objeto de pesquisa, especialmente
devido aos acidentes envolvendo derrames ambientais decorrentes de problemas durante o
transporte, distribuicdo e armazenamento destes produtos. Diversos estudos na literatura
tratam de processos de recuperacdo e biorremediacdo de dreas contaminadas, assim como da
intoxicacdo aguda ou cronica de benzeno e tolueno em frentistas, pintores, artistas graficos
etc. Nos processos de biorremediacdo, os microrganismos nativos do solo (ou indigenas)
utilizam os hidrocarbonetos do petréleo como fonte de carbono (C) e energia ao seu
crescimento nos solos. A degradacdo completa destes hidrocarbonetos resulta em produtos
finais atéxicos como diéxido de carbono (CO,), dgua (H,O) e biomassa celular. Diversos
tratamentos podem ser utilizados para acelerar a retirada dos hidrocarbonetos do solo, como
compostos organicos ou solucdes nutritivas (Bioestimulagdo) aos microrganismos, como
solucdes com nitrogénio, fésforo e potéassio (NPK). Além disso, poucos estudos mostram de
forma eficaz a relacdo entre a exposi¢do a estes hidrocarbonetos durante um processo de
contaminacdo (derrame) e os efeitos em animais quanto a lesdes pulmonar, renal,
hematolégica ou hepatica. Nao foi bem avaliado, até o momento, o que ocorre com uma
populagdo que viva ao redor de vazamentos de combustiveis. Muito se ouve a respeito de
grandes derrames de gasolina e 6leos em geral, mas nio sao delimitados os tempos em que as
pessoas devam permanecer afastadas dos locais destes derrames durante o tratamento
ambiental. Os problemas ambientais t€m, portanto, natureza eminentemente

MULTIDISCIPLINAR, envolvendo profissionais de vdrias dreas do conhecimento.



1.2 JUSTIFICATIVA

Areas contaminadas com hidrocarbonetos tém sido um problema cada vez mais constante.
Neste estudo, foi escolhido o solo da denominada Formacdo Botucatu para as andlises da
contaminagdo, pois é um solo de boa representatividade no Estado do Rio Grande do Sul. A
dificuldade na escolha do processo adequado de biorremediacdo (superficial ou profunda) e
sua execucdo sdo objeto de estudo cada vez mais freqiiente. Além disso, a remog¢do de
familias ou comunidades inteiras dos locais acometidos pelas contaminacdes acarretam em
elevados custos. Basicamente, buscam-se respostas para as seguintes questoes: no caso de um
derrame de gasolina em um solo (neste caso Arenito Botucatu), qual a profundidade que os
hidrocarbonetos podem atingir? Qual a influéncia da pluviometria no local? Que parametros
podem ser utilizados em um processo de biorremediacdo superficial? Qual a importancia de
bioestimulantes? Um lodo industrial teria uma melhor aplicacdo que um fertilizante mineral?
Qual a fase mais critica no que tange intoxicacdo e lesdo para as populagdes locais durante um
processo de biorremediacdo? O que ocorre com estas populacdes durante exposicdes agudas

em diferentes tempos de derrame?

1.3 OBJETIVOS DA PESQUISA

O objetivo desta pesquisa € realizar um estudo multidisciplinar envolvendo técnicas de
biorremediacdo de gasolina e diesel (estudo preliminar) em um solo contaminado
artificialmente em laboratdrio, visando a avalia¢do da influéncia de alguns parametros como o
pH, condutividade elétrica, migracdo dos hidrocarbonetos no solo, com e sem pluviometria,
através da utilizacdo de cromatografia gasosa, populacdo microbiana, nitrogénio mineral,
formacdo de agregados e avaliacdo de metais pesados. Também tem como objetivo definir e
estudar a toxicidade celular renal, hepdtica, hematolégica e pulmonar provocada através da
aspiracdo de voldteis de gasolina em ratos expostos a um solo contaminado propositalmente
em laboratério. Foi avaliada a relag@o entre a condutividade elétrica dos 6rgaos macerados e a

sua histologia. Foram avaliados os seguintes grupos em microcosmos:

e solo controle;



® s5o0lo + lodo residuo de uma indastria alimenticia;

e solo + gasolina;

e solo + diesel (piloto);

¢ solo + gasolina + lodo residuo de uma inddstria alimenticia;

¢ solo + diesel + lodo residuo de uma industria alimenticia (piloto);

e solo + gasolina + lodo residuo de uma industria alimenticia + NPK;
¢ solo + gasolina + NPK;

A intoxicacdo e a lesdo celular provocada em animais foram estudadas através da exposi¢ao
(24 e 48 horas) do contaminante aos diferentes grupos, em um solo contaminado

artificialmente com gasolina:

® ratos controle;
e ratos expostos por 24h aos voléteis desde o tempo zero, trocados a cada 24h;

® ratos expostos por 48h para analisar efeitos cumulativos;

1.4 HIPOTESES DA PESQUISA

As caracteristicas de um solo contaminado podem ser melhoradas através de processos
bioquimicos e microbioldgicos. A avaliacdo do pH e da condutividade elétrica dos solos e
fluidos pode auxiliar na caracterizagdo, identificacdo e mapeamento de dreas contaminadas. A
andlise da migracdo da contaminagdo de hidrocarbonetos no solo através de cromatografia
pode ser util na previsdo do estigio em que se encontra o processo de biorremediacdo.
Parametros como a evolugdo de CO,, nitrogénio mineral e microbiota podem servir como
indicativos da capacidade do solo em remediar contaminagdes. E a andlise da dispersdo dos
contaminantes através de ensaios de cromatografia gasosa nos solos contaminados, com e sem

pluviometria controlada, pode servir como modelo para prever futuros comportamentos do



bindmio solo-contaminante em ambiente natural. O controle e a remedia¢do de solos impde o

conhecimento dos fendmenos de interacdo solo-microorganismos-bioquimica.

Populacdes que vivem em locais onde houve vazamentos de gasolina podem apresentar
alteracdes renais, hepdticas e medulares que perduram durante o processo de biorremediacao
do combustivel. A exposicdo aguda aos hidrocarbonetos pode acarretar danos aos tecidos em
fun¢do do tempo necessdrio para a retirada dos poluentes do solo. Estudos com cobaias podem
auxiliar no entendimento dos processos decorrentes de toxicidade e lesdo celular causados

pela inalagcdo dos contaminantes do solo.

1.5 O ESTUDO

O estudo consistiu em duas etapas (Figura 1.1):

a) Ensaios de Biorremediacdo: realizados e analisados no Laboratério de Microbiologia
Agricola e do Ambiente e no Laboratério de Fertilidade da Faculdade de Agronomia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul; andlises complementares de Microbiologia:
realizadas no Laboratério de Microbiologia do Hospital Sdo Lucas da Pontificia Universidade
Catolica do Rio Grande do Sul; Andlises especiais de cromatografia foram feitos na Copesul

S/A;

b) Ensaios de Toxicidade e lesdao celular em modelo animal: realizados no Laboratério de
Biofisica da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul e analisados pelos

Laboratérios de Bioquimica, Microbiologia e Patologia do Hospital Sao Lucas da PUCRS;

1.6 PROTECAO DOS DIREITOS DOS ANIMAIS

A pesquisa em modelo animal foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS
(Oficio n° 492/04-CEP em 20 de julho de 2004), considerando os procedimentos apresentados
na Lei no. 6.638 (08/05/1979) e na Declaragcdo Universal dos Direitos dos Animais,
UNESCO, Bruxelas (28/01/1978).
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CAPITULO 2 - BIORREMEDIACAO, TOXICIDADE E LESAO
CELULAR

2.1 BIORREMEDIACAO DE SOLOS

2.1.1 Introdugao

Zhou e Crawford (1995) observam que a contaminagdo de solos com gasolina, diesel, 6leos
em geral e outros produtos de petrdleo através de vazamentos, derrames e por outras fontes
tem se tornado importante foco de pesquisa. Compostos contidos na gasolina como o
benzeno, tolueno, etil-benzeno e isdmeros de xileno (BTEX) sdo contaminantes especialmente
perigosos e estdo entre as prioridades na lista de remediacdo do Environmental Protection
Agency (EPA). Vazamentos advindos de tanques de combustiveis sdo uma das maiores fontes
de contaminacdo de gasolina, e € estimado que mais de 10% dos 3,5 milhdes de tanques de
armazenamento de produtos de petrdleo estejam vazando nos EUA e tenham causado mais de
300.000 incidentes ambientais. Os vazamentos ndo apenas contaminam os ecossitemas dos
solos, mas sao também uma potencial fonte de contaminacdo para os aqiiiferos a longo prazo

(Zhou e Crawford, 1995).

Os hidrocarbonetos contaminantes de solos e lengdis freaticos podem ser removidos destes
locais através de diversos métodos, como por exemplo “air spraying”, extracdo de vapor do
solo e biorremediacdo. Estratégias para uma biorremediag@o “in situ” barata e limpa incluem a
atenuacdo natural, bioestimulacdo, “bioventing”, “bioaugmentacdo”, “land-farming”,
compostagem e fitorremediacdo. Estes mais diversos métodos podem ser vistos em um grande
nimero de publicagdes que relatam processos de biorremediacdo e biodeterioracdo de
gasolina (Solano-Serena et al., 1999; Cunha e Leite, 2000; Passman et al., 2001) e diesel
(Richard e Vogel, 1999; Olson et al., 1999; Bento e Gaylarde, 2001; Gallego et al., 2001;
Bento et al., 2004) em solos. Frankenberger (1992) apresenta os principios bdésicos da
biorremediacdo, que estd se tornando um método bastante popular na limpeza de

N

hidrocarbonetos devido a sua simplicidade e aplicabilidade a grandes areas, baixo custo e



eficiéncia, favorecendo a completa destruicao dos contaminantes. Microrganismos nativos dos
solos podem utilizar os hidrocarbonetos como fonte de carbono (C) e energia para o seu
crescimento e proliferacio nos solos. A degradacdo completa dos hidrocarbonetos
(mineralizagdo) pela populacdo microbiana resulta na formagdo de produtos inécuos como
diéxido de carbono (CO,), dgua (H,O) e biomassa celular como produtos finais

(Frankenberger, 1992; Alexander, 1994; Paul e Clark, 1996).

O ‘land farming” o u ‘land treat ment” tem sido freqiientemente utilizada pela industria para
degradar residuos e se tornou um processo freqiiente para o tratamento de materiais ricos em
hidrocarbonetos que foram derramados sobre o solo (Alexander, 1994). A biodegradagdo de
6leos pode ser estimulada pela adi¢do de nutrientes, promoc¢do de aeracdo, fornecimento de
umidade adequada e incidéncia luminosa (Frankenberger, 1992; Alexander, 1994; Prescott et
al., 1999; Tedesco et al., 1999; Selbach e Camargo, 2001). A umidade do solo é um fator
limitante para as rdpidas transformacdes microbianas, sendo entdo necessdrias formas de
manter niveis de umidade 6timos para os organismos aerdbicos. Estas técnicas ja sao

padronizadas para o controle de aterros sanitdrios na Engenharia Civil.

Os efeitos de co-solvéncia também sdo importantes, ja que a gasolina brasileira contém &lcool,
componente que € miscivel em dgua. O incremento da solubilidade dos componentes benzeno,
tolueno, etil-benzeno e xileno (BTEX) em dgua € devido ao fato do dlcool migrar para a fase
aquosa (Corseuil e Fernandes, 1999). Uma vez que a gasolina brasileira contém
aproximadamente 22-24% de etanol (Cunha e Leite, 2000; Cordazzo et al., 2000), os efeitos
de co-solvéncia devem ser considerados, ndo somente pelos BTEX serem relativamente
soliveis em 4gua, mas por também serem cancerigenos (Frankenberger, 1992; Friedman,

1996; Klaassen, 2003; Kumar et al., 2005).

Existem diversas técnicas que direta ou indiretamente monitoram os processos dindmicos que
ocorrem durante a biorremediacdo. Para tanto, sdo necessarias informacdes bdsicas, como a
concentracdo de Oleo residual, densidade de microrganismos degradadores de Oleo,
propriedades quimicas e fisicas do solo (como a evolucdo de CO,, alteracdes do pH ou
condutividade elétrica do solo, nitrogénio inorganico), o potencial de biodegradacio e as taxas
ideais de fertilizantes quimicos a serem aplicados (Frankenberger, 1992; Alexander, 1994;
Tedesco et al., 1999). Estas técnicas foram utilizadas em uma das etapas deste trabalho

experimental para avaliar o comportamento de um lodo orginico como promotor da



decomposic¢do de diesel e gasolina no solo de Arenito Botucatu, comparadas a adicdo de um
fertilizante mineral (NPK) e também a um solo sem qualquer tratamento. Os resultados
obtidos neste tipo de testes de laboratério podem servir de base para se poder prever a
remediacdo de uma drea contaminada por hidrocarbonetos, uma vez que os fatores limitantes
dos microcosmos foram adequadamente considerados. Derrames de diesel e gasolina em solos
podem ocorrer como conseqiiéncia de acidentes durante o transporte, armazenamento ou
bombeamento, e o conhecimento de alternativas de remediagcdo € imprecindivel (Spinelli et

al., 2005).

Dada a complexidade do problema decorrente da variedade de processos associados a
biorremediacdo, esta revisdo aborda alguns dos fendmenos considerados essenciais a presente
andlise, como microbiologia de solos, biofilmes, efeitos decorrentes da presenca de metais
pesados e técnicas de biorremediacio existentes, além de aspectos ligados a toxicidade e lesdo

celular.

2.1.2 Microbiologia de Solos e seu Microambiente

Algumas caracteristicas dos solos influenciam diretamente a disponibilidade de nutrientes e os
processos microbioldgicos e bioquimicos (Prescott et al., 1999). Um diagrama esquematico de
um solo tipico é mostrado na Figura 2.1. A parte organica decorre de plantas, animais, insetos
e outros materiais adicionados, os quais sdo gradualmente transformados em humus rico em
nutrientes. Estes variados componentes formam agregados heterogéneos de varios tamanhos,
contendo uma complexa rede de poros. Bactérias e fungos utilizam diferentes estratégias
funcionais para aproveitar esta complexa matriz fisica. A maioria das bactérias do solo se
localiza na superficie das particulas do solo e necessitam dgua e nutrientes na sua imediata
vizinhang¢a (Figura 2.2). Bactérias sdo mais freqiientemente encontradas em superficies de
menor porosidade (2 a 6 um em diametro). Nesta condi¢do, ¢ menos provavel que sejam o
alimento de protozodrios, ao invés de outras que se expdem no exterior da superficie de graos

de areia ou particulas de matéria organica (Prescott et al., 1999; Paul e Clark, 1996).



Figura 2.1: Habitat de solo contendo particulas minerais (Sa: areia, Si: silt, C: argila), matéria
organica (OM), dgua (W), raizes (R), e microrganismos do solo [bactéria (B), actinomicetos
(A), esporos de micorrizas e hifas (My), hifas de fungos saprofiticos (H), nematddio (N),
protozodrio ciliado (CP), e um mite (M)] (Sylvia et al., 1999)

Os fungos filamentosos, em contraste, tendem a se localizar fora dos agregados. Estes
organismos, através de crescimento filamentoso, formam pontes entre regides separadas, nas
quais a umidade € mantida (Prescott et al., 1999). Os fungos filamentosos podem mover
nutrientes e dgua por grandes distancias nos solos. Protozodrios, insetos de solo, nematddios e
outros animais de solo também estdo presentes. Muitos destes organismos se alimentam de

bactérias e fungos.
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Devido as limitagdes de difusdo dos gases por dentro e por fora dos agregados e a
possibilidade dos espacgos estarem saturados, grandes mudangas em sais dissolvidos e gases
podem ocorrer nestes pequenos poros € microambientes. Solos geralmente tém altas
concentracoes de CO,, CO e outros gases em comparacdo com a atmosfera, e uma
correspondente diminuicdo da concentracdo de O, (Tabela 2.1). Tais mudangas serdo mais
acentuadas em porosidades menores, onde muitas bactérias sdo encontradas. Podem ser
formados gradientes de oxigénio e microambientes anaerdbios. Quando isso ocorre, o solo
rapidamente passa de uma condi¢@o aerébia, com alguns microambientes anaerébios, para um
meio predominantemente anaerébio. A medida que se distancia da superficie, menos O,
permanece disponivel, especialmente em ambientes imidos, menos permedveis (Prescott et

al., 1999).

Figura 2.2: Bactérias no solo. A microscopia pode ser usada para a observagao de bactérias no
seu habitat natural (Prescott et al., 1999).

Tabela 2.1: Concentracdes de oxigénio e diéxido de carbono na atmosfera de um solo tropical
nas condi¢des imido e seco (Russell, 1973).

Oxigenio (%) Diéxido de carbono (%)
Profundidade (cm) Umido Seco umido Seco
10 13,7 20,7 6,5 0,5
25 12,7 19,8 8,5 1,2
45 12,2 18,8 9,7 2,1
90 7,6 17,3 10,0 3,7

120 7,8 16,4 9,6 5,1
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Outros fatores fisicos também influenciam os microrganismos. Em pH neutro, a maioria dos
componentes s6lidos do solo, incluindo os microrganismos, estdo negativamente carregados.
fons positivamente carregados como os de hidrogénio e de amonio sio atraidos a estas
superficies negativamente carregadas. Este fator pode alterar os microambientes. Argilas e
humus — que consistem em matéria orginica parcialmente degradada ou estabilizada —
também atraem e combinam uma variedade de substancias organicas e inorganicas. Isso inclui

muitos {fons de metais e produtos de decomposi¢do (Prescott et al., 1999).

2.1.3 Biofilmes

Durante os processos de biodegradag¢do ocorre a formagdo de biofilmes (Maier et al., 2000;
CBE, 2005). O biofilme € uma camada de matéria organica e microrganismos formado pela
ancoragem e proliferacdo de bactérias a superficie de um objeto. Os biofilmes sdo
caracterizados pela presenca de polimeros extracelulares bacterianos que criam uma camada
de limo em superficies s6lidas como metais, pldsticos, particulas de solo, implantes médicos,
tecidos vegetais ou animais (Figura 2.3 e Tabela 2.2). A secrecdo de polissacarideos promove
uma matriz de ancoragem de células bacterianas e forma a arquitetura interna da comunidade
do biofilme. Esta matriz também influencia o funcionamento e sobrevivéncia dos biofilmes
em ambientes hostis. O biofilme pode ser formado por bactérias de uma Unica espécie, mas
mais freqiientemente consiste de muitas espécies, assim como também de fungos, algas,
protozodrios, detritos e produtos de corrosdo. Essencialmente, biofilmes podem se formar em
qualquer superficie exposta a bactérias e um pouco de umidade. Uma vez ancorados a uma
superficie, os microrganismos formadores do biofilme acarretam uma variedade de reacdes
prejudiciais ou benéficas a sadde publica, dependendo das condi¢des ambientais a sua volta.
Biofilmes implicam em 65% das infeccdes bacterianas humanas, causam colmatacio,
contamina¢do de produtos, falha em equipamentos, e decréscimo de produtividade devido ao

tempo para se limpar os sistemas e reparos (CBE, 2005).

Muitas bactérias sdo planctonicas — flutuam na dgua. Entretanto, a maioria das bactérias que
causam problemas € séssil — aderem a superficies — e vivem em biofilmes. Atualmente sabe-se
que uma bactéria, ao ancorar-se a uma superficie, "liga" diferentes tipos de genes, os quais as

‘transformam” efetivamente em diferentes organismos. Recent es estudos t€ém revelado que
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existem significativas diferencas no nivel da expressdo dos genes e envolvem ciclos de

nutrientes entre os membros de uma espécie bacteriana (Maier et al., 2000; CBE, 2005).

Figura 2.3: Estagios da formagdo de um biofilme: ancoragem, colonizac¢do e crescimento das
estruturas (CBE, 2005).

O comportamento dos biofilmes bacterianos é muito mais complexo que o das células
suspensas, pois as bactérias vivem em comunidades no biofilme. Dentro destas populacdes,
aparentemente hd uma "divisdo de trabalho"; enquanto algumas células utilizam a energia dis-
ponivel para acionar rotas metabdlicas que afetam parte da degrada¢do de compostos organi-
cos, outras células adjacentes da mesma populacdo utilizam os produtos degradados para

produzir novas células que sdo adicionadas ao ambiente (Maier et al., 2000; CBE, 2005).

Na Figura 2.4 se observa a sec¢do transversal de um biofilme e a introdu¢do de sondas
sensiveis ao O,, com dreas de vazio e de aglomerados no biofilme, revelando que a regido dos
canais de dgua € aerdbia. A regido central do aglomerado € anaerébia. Este € um fato muito
importante, visto que um intenso aglomerado protege e permite a sobrevivéncia de células
anaerdbias em seu interior. Ao contrdrio, regides em que ocorre fluxo de dgua apresenta vida
aerdbia, pois carrega O, em seus fluidos. E na Figura 2.4b observa-se uma fotografia de um
biofilme utilizando-se um microscépio de varredura a laser (‘tapete” microbiano termofilico
encontrado no Parque Nacional Yellowstone, células de cianobactérias do género Synecho-

coccus — CBE, 2005).
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Tabela 2.2: Problemas relacionados a Biofilmes. Esta tabela resume os varios sistemas nos
quais os biofilmes se formam com conseqiiéncias indesejaveis (Adaptado de CBE, 2005)

Sistema Impacto da formagdo do Biofilme

Torres de resfriamento de 4guas Redugdo das transferéncias de calor e massa

Trocadores de calor Reducido das transferéncias de calor

Fabricacao de papéis Degradagdo da qualidade do produto

Processamento de alimentos Contaminagao

Processamento de fotografias Manchas de impressao, falhas de equipamento

Osmose reversa Reducdo da permeabilidade das membranas, degradagdo

de materiais

Piscinas Riscos a saude, degradacao de cosméticos

Drenos Diminuic¢do fluxo, colmat. geotéxteis

Equipamentos Corrosdo e biodeterioragao

Recuperacio de pocos Colmatacdo dos pogos de injecdo de dgua, fontes

(produgdo de sulfeto de hidrogénio) e corrosio

Bombas de dgua potavel Riscos a saude

Figura 2.4: a) Seccdo transversal da colocacdo de sondas sensiveis ao O,, em dreas de vazio e
de aglomerados no biofilme, revelando que a regido dos canais de dgua € aerdbia; regido
central do aglomerado € anaerdbia; b) Biofilme de cianobactérias, do género Synechococcus
(CBE, 2005)
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2.1.4 Metais Pesados nos Solos

Frankenberger (1992) comenta que os efeitos inibitérios dos metais pesados podem
influenciar na biodegradaciao de materiais organicos. A presenca de matais pesados nas borras
oleosas, 6leos de motores entre outros acarreta em efeitos deletérios para os microrganismos
oxidadores de carbono na decomposi¢do de hidrocarbonetos. Jensen (1977) estudou os efeitos
do chumbo na biodegradacdo de 6leos em solos e mostrou que o elemento pode causar certas
mudangas nas populacoes de solo. Tornabene e Edwards (1972) relatam que o chumbo pode
ser imobilizado e estd largamente associado as membranas celulares microbianas e ndo com a
fracdo citoplasmadtica. Os solos apresentam naturalmente chumbo em torno de 15 a 100 ppm.
(Frankenberger, 1992). Outros elementos de importancia incluem o Zn, Cu, Cr, Ni e Cd. Em
aplicagdes repetidas de lodos oleosos em procedimentos de ‘landfarming”, os metais pesados
podem se acumular em niveis tais que reduzam a biodegradacdo. Entretanto, muitos destes
elementos sdo fortemente imobilizados nos solos como resultado de formacdo de complexos
com matéria organica e absor¢do a minerais argilosos. Os fons de cddmio sdo mais téxicos aos
microrganismos do que o chumbo, além da biodisponibilidade do cddmio em solos
geralmente ser maior que a do chumbo para iguais concentracdes (Frankenberger, 1992;

Alexander, 1994).

Gomes et al. (1998) fazem uma revisdo a respeito da biorremediacdo de metais por
microrganismos. Os autores relatam que os {fons metédlicos sdo acumulados por
microrganismos para manutencdo de funcdes bioldgicas vitais, porém nem sempre Sao
acumulados por necessidades ou exigéncias metabdlicas. Mostram que os microrganismos
isolados de processos industriais € ambientes poluidos apresentam altas concentragcdes de
metais e t€m alta tolerdncia a estes elementos. A resisténcia destes microrganismos estd

diretamente relacionada a sua habilidade de acumular os metais, sendo este processo

dependente ou nio do seu metabolismo.

2.1.5 Biorremediagao

Conforme Alexander (1994), o objetivo da biorremediacdo é degradar poluentes organicos a

concentracdes que ndo sejam detectdveis ou, se detectdveis, a concentracdes abaixo dos
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limites estabelecidos como seguros ou aceitdveis pelos 6rgdos reguladores. Por estarem
dispersos, representando riscos a satde ou a ecologia, e estarem suscetiveis a detoxicagdo mi-
crobiana, grande interesse recai diretamente sobre 6leos e seus derivados, gasolina e seus
constituintes, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs), alifaticos clorados como TCE
e tetracloroetileno (também chamados de percloroetileno ou PCE), e hidrocarbonetos aro-
maticos clorados. Apesar de ndo serem biodegradados, metais sdo de especial interesse em
biorremediacdo porque podem ser alterados e convertidos a uma forma menos danosa pelos

microrganismos (Alexander, 1994).

Alexander (1994), Allard e Neilson (1997) e Boopathy (2000) mostram que certos critérios
devem ser conhecidos quando se fala em biorremediacdo: (a) a existéncia de microrganismos
que tenham a necessdria atividade catabdlica; (b) estes organismos devem ter a capacidade de
transformar os compostos a uma taxa razodvel e baixar suas concentracdes a niveis que
estejam dentro de normas estabelecidas; (c) ndo devem gerar produtos ainda mais toxicos
durante a remediacdo; (d) o local ndo deve apresentar concentracdes ou combinacdes de
quimicos notoriamente inibitérios as espécies biodegradantes, ou meios de diluicdo devem
existir; (e) os componentes alvo devem estar disponiveis aos microrganismos; (f) condicdes
locais de campo ou no biorreator devem ser criadas para conduzir o crescimento microbiano
ou sua atividade como, por exemplo, um suplemento adequado de nutrientes inorganicos,
suficiente O, ou outro aceptor de elétrons, umidade favordvel, temperatura estdvel e uma fonte
de C e energia para o crescimento caso o poluente seja cometabolizado; (g) os custos desta
tecnologia devem ser menores ou, pelo menos ndo mais caros que outras tecnologias que
possam também destruir os quimicos. Nenhum destes critérios € trivial. Dificuldades em se
entender qualquer um destes itens podem resultar em falhas nos processos de biodegragcdo ou

na inabilidade para se chegar aos objetivos estabelecidos.

Alexander (1994) discute variacdes dos processos de biorremediacdo, que incluem sistemas
que provem a irrigacdo de dgua e nutrientes, uma barreira impermedvel na parte inferior do
solo e meios de coleta do material lixiviado, como em um colchdo reativo (Figura 2.5). Uma
camada impermedavel pode ser feita tanto de argila como de materiais sintéticos. Estes tipos de
reatores sdo utilizados em muitos locais nos quais a biorremediagcdo é utilizada, em solos
contaminados com hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, BTEX, ou ainda ambos (Ryan et

al., 1991). As camadas impermedveis e os sistemas de coleta de lixiviacio podem ser
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necessarios, uma vez que os tratamentos convencionais podem resultar em contaminacao de
camadas inferiores e de dguas subterrineas pelos compostos ou produtos de transformacgdao
microbianos que sdo carreados pelas dguas de percolacdo (Alexander, 1994; Corseuil e
Fernandes, 1999). Em alguns casos, tubulacdes perfuradas podem ser instaladas sobre as
camadas impermedveis para coletar os fluidos percolantes e areia pode ser posta a sua volta
para melhorar a drenagem. Fluidos removidos do sistema podem ser levados a tratamentos,
podendo ocorrer em um biorreator adjacente. Agua e nutrientes também podem ser inseridos
por meio de sistemas de irrigacdo, e toda a operacdo pode ser feita em um sistema fechado
com pléasticos, como em uma estufa, caso produtos voldteis téxicos sejam emitidos

(Alexander, 1994).

C - = = <— NUTRIENTES

SISTEMA
DE AERACAO

D NN RN

\DRENO N CAMADA
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Figura 2.5: Diagrama de um reator preparado para o tratamento de um solo escavado
contaminado (Fogel et al., 1989)

Estudos recentes mostram que certos surfactantes, especialmente os etoxilatos dlcoois ndo-
i0nicos, em baixas concentragdes também estimulam a biodegradacdo de hidrocarbonetos
adsorvidos no solo. Este importante efeito promotor ocorre cada vez que pequenos compostos
sdo liberados do solo pelos surfactantes (Foght et al., 1989; Aronstein et al., 1991; Bognolo,

1999; Bardi et al., 2000).

A biorremediacdo pode ser ainda incrementada por vérios processos nos quais os solidos
contaminados sdo misturados constantemente com um liquido em um tratamento a base de
lama. A operacdo lembra os procedimentos de lama ativada que é comum em tratamento de
esgotos, e permite a aeracdo, mistura adequada e controle de muitos fatores que afetam a
biodegradagdo. Niveis de O, dissolvido, o pH e a concentracdo de nutrientes inorganicos
podem ser monitorados e controlados. Alguns biorreatores sdo inoculados com uma Unica

espécie ou ainda com uma mistura de microrganismos capazes de trabalhar de forma efetiva
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sob condi¢des controladas (Alexander, 1994). Procedimentos com lama podem ser
combinados com tecnologias de lavagem para remover os contaminantes do solo (Compeau et

al., 1991).

Alexander (1994) comenta que um procedimento comum para a biorremediacdo “in situ” de
dguas subterrneas consiste na introducdo de nutrientes e O, diretamente nos agqiiiferos,
permitindo que a microflora indigena destrua as moléculas indesejadas. Este processo é
algumas vezes chamado de biorrestauragdo. Vazamentos de tanques de armazenamento de
gasolina resultam no aparecimento de benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos nos solos.
Apesar dos BTEX estarem inicialmente na fase de gasolina, cuidados devem ser tomados,
pois sdo téxicos e porque podem entrar na fase aquosa na forma de suspensdo (Couseuil e
Fernandes, 1999). Aguas subterraneas contaminadas com diesel e combustiveis de aviagao JP-

4 também sao tratados de maneira similar.

Testes de laboratério podem determinar uma quantidade 6tima de nutrientes a serem
adicionados, e isso € especialmente importante para evitar pouca ou muita quantidade
suplementada. Pouca quantidade de nutrientes pode resultar em transformacdes lentas, e muita
pode colmatar os pocos ao aqiiifero devido a grande quantidade de biomassa que serd formada
(biofilme), causando a parada do processo de remediacdo (Frankenberger, 1992; Alexander,
1994). Um procedimento comum nestes casos € adicionar os nutrientes em solucio através de
pocos de injecdo diretamente para a zona saturada ou através de galerias de infiltracdo para a
regido nado-saturada ou regido superficie-solo (Figura 2.6). A 4gua é retirada dos pocos e os
nutrientes sdo repostos, refazendo-se a circulagdo. As concentragdes dos contaminantes e
nutrientes sdo medidas em intervalos regulares de tempo através de amostragem dos pocos

instalados entre os pontos de inje¢do e remocao. Em alguns casos, a 4gua ndo € recirculada,

mas disposta na superficie (Thomas e Ward, 1989).

Alexander (1994) mostra que a resposta dos microrganismos ao N, P e O, ou a eficicia da
biodegradagdo € simples de ser determinada em laboratério e também em um biorreator, no
qual as medidas podem ser feitas através dos fluxos de entrada e saida destes compostos. O
mesmo ndo acontece quando temos uma biorremediacdo “in situ”. Os poluentes podem
desaparecer do local como resultado de volatilizacdo e biorremediacdo do composto do solo

ou da dgua ou meramente por diluicdo em fluxos d’dgua. A forma para se acessar a atividade
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microbiana em campo € determinar as mudangas na concentracdo dos contaminantes com o

tempo.

NUTRIENTES

BIORREATOR

. ZONA DE INFILTRACAO
SUPERFICIE AN
POCO B
DE EXTRAGCAO
NIVEL
D'AGUA A CONTAMI

NUTRIENTES AR COMPRIMIDO

BOMBA BOMBA
>
SUPERFICIE
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DE BOMBEAMENTOQ POGCO DE INJECAO
NIVEL
D'AGUA -,
' AQUIFERO

ZONA CONTAMINADA

Figura 2.6: Tratamento de lencol fredtico “in situ” contaminado com hidrocarbonetos
utilizando trincheira de infiltracdo (acima) e um pog¢o de injecdo (abaixo)(Morgan e
Watkinson, 1989).

2.1.6 Consideragdes sobre Populagio Microbiana de uma Area Contaminada

com Hidrocarbonetos

Frankenberger (1992) relata que os mais recentes métodos de enumeracdo de microrganismos
degradadores de petréleo incluem o plaqueamento em agar-6leo, em um meio com 6leo-gel-
silica e inoculagdo em um meio liquido pela técnica do nlimero mais proviavel (MPN). Walker

e Colwell (1976) sugeriram que o nimero de microrganismos degradadores deve ser expresso
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como uma percentagem da populagdo total bacteriana. Um 4gar nutriente geralmente ¢é
utilizado para a contagem total e o MPN para os microrganismos degradadores especificos. Os
oxidadores de hidrocarbonetos variam entre menos de 1% a 10% do total de bactérias do solo
em estudo. Se houver uma populacdo degradadora especifica maior que 3% do nimero total
de bactérias, o solo é considerado como tendo um alto potencial de degradacdo de
hidrocarbonetos (Frankenberger, 1992). A populacdo microbiana nativa pode ser aclimatada a
presenca de contaminantes organicos e a degrada¢do ocorrerd naturalmente, podendo ser

limitada por fatores ambientais.

Brown e Braddock (1990) desenvolveram um método para a enumeracdo de microrganismos
degradadores especificos. A técnica se baseia na habilidade dos microrganismos degradadores
em emulsificar o 6leo quando na condicdo de unica fonte de carbono em microcultivo. Os
pocos sdo considerados positivos quando a emulsificacdo de 6leo € claramente indicada pela
fragmentacdo do O6leo. A Figura 2.7 ilustra como exemplo os resultados pela técnica do
nimero mais provavel (MPN) de cinco pocos contendo uma amostra de sedimento marinho
contaminado. As diluicdes de 107 e 10 sdo todas positivas para a emulsificagdo de Gleo cr,
sendo quatro ou cinco para diluicio 10 positivas, e apenas uma de cinco da diluicdo de 107 é
positiva. Posteriormente, Braddock e Catterall (1999) mostraram, através de pequenas
modificagcdes no método (utilizado nesta Tese), que € possivel se estimar populacdes de

heterotrdficos totais assim como de degradadores de gasolina e dleo diesel.

Figura 2.7: Exemplo de uma placa utilizando o método proposto por Brown e Braddock
(1990)
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Cunha e Leite (1997) realizaram seu estudo tentando otimizar condi¢des ambientais em
microcosmos ndo-esterilizados contaminados com gasolina e inoculados de Pseudomonas
putida. Bioestimulacdo com NH4NO;, K,HPO, e H,O, em diversas concentracdes foram
testadas. A concentragdo de nitrato de amonia 6tima ficou em 30umol/g de solo, o fésforo
apresentou um efeito inibitério para qualquer concentracdo testada, e o perdxido de

hidrogénio se mostrou 6timo em 0,1mM.

Margesin e Schinner (1997) realizaram um estudo comparativo da eficiéncia dos
microrganismos indigenas e inoculados (degradadores especificos adaptados ao frio) na
biodegradacdo de diesel em solos alpinos e sua relagdo com um fertilizante mineral (C:N:P =
100:10:2). A atividade dos microrganismos indigenas na biodegradacdo do diesel melhorou
significativamente com o fertilizante e mostrou que a bioestimulacdo parece apresentar
melhores resultados quando comparada a “bioaumentacdo”. Um fator interessante do estudo é
o fato de nenhum tratamento com indculo e fertilizante ter sido mais eficiente do que os

microrganismos nativos bioestimulados.

Olson et al. (1999) estudaram as taxas de biodegradagdo de algumas classes de
hidrocarbonetos (alcanos e arométicos) separados de um 6leo diesel comprado de um posto de
combustiveis. Foi utilizado um inéculo de microrganismos degradadores especificos isolados
de um solo contaminado, acompanhando-se seu crescimento em placas de Petri e as fragdes de
hidrocarbonetos por cromatografia gasosa. Os hidrocarbonetos foram avaliados
separadamente e em combinagdes. Os autores observaram uma correlagdo entre o crescimento
microbiano e as perdas de biodegradagdo. A fracdo de aromadticos ainda se mantinha em altos
niveis ao final do experimento em 35 dias, sugerindo que apds a deplecdo de compostos de
alcanos, o consdércio microbiano ndo conseguiu degradar de maneira eficaz 0os compostos
aromaéticos. Controles sem o indculo tiveram muito poucas perdas. Nos tratamentos contendo
microrganismos, observaram uma contagem, ao final de 35 dias, de mais de 50 vezes o
nimero de células encontradas inicialmente. Olson et al. (1999) notaram que as taxas de
elimina¢do dos hidrocarbonetos seguem uma ordem de degradag¢do, sendo primeiramente

degradados os n-alcanos, seguidos pelos isoalcanos e aromaticos.

Richard e Vogel (1999) estudaram um consoércio de bactérias capazes de degradar dleo diesel,

composto por diversos tipos de Pseudomonas sp. e por Achromobacter sp. Conforme
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Alexander (1994), o fato de encontrar Pseudomonas sp. ndo é surpresa, visto que tem alta
freqii€éncia nos solos avaliados na literatura. Richard e Vogel (1999) observaram que ap6s 50
dias de incubagdo, 90% do diesel incial havia sido biodegradado pelo consércio, ndo sendo
encontrado nenhum composto aromaético ao final do experimento. A eficdcia do consdrcio de
bactérias avaliado evidenciou um beneficio dos membros do consércio ndo degradadores

especificos na mineraliza¢do de hidrocarbonetos.

Cunha e Leite (2000) avaliaram a biodegradacdo de gasolina em diversos tratamentos
contendo solo inoculado ou n3o com diferentes consércios de culturas bacterianas. Os
microrganismos capazes de crescer na presenca de gasolina foram isolados do solo e vérios
sistemas de tratamento foram testados usando tanto as espécies isoladas quanto a
Pseudomonas putida obtida de colecdo de cultura. O sistema constituido somente da
microflora autdctone apresentou valores médios de degradacdo de 50%. A associagdo de
Pseudomonas putida, Pseudomonas alcaligenes, Burkholderia cepacia e a microflora
indigena do solo mostraram o melhor percentual de remocao dos hidrocarbonetos. O solo ndao
foi esterilizado de forma a se avaliar condi¢des ambientais. Cunha e Leite (2000) observaram
que o crescimento de uma populacdo especifica causa um desequilibrio na comunidade por
competicdo por espagos fisicos, nutrientes e dgua, reduzindo para pequenas quantidades os

microrganismos que tém a melhor performance em biodegradar.

Capelli et al. (2001) analisaram a possibilidade de biorremediacdo de hidrocarbonetos de 6leo
cri utilizando microrganismos indigenas. Foram realizados ensaios de laboratério com
microcosmos inoculados com bactérias indigenas com seguimento por 45 dias. O conteido
total de hidrocarbonetos foi reduzido em média 70% ao final dos ensaios. Os hidrocarbonetos
saturados e aromdticos foram os mais rdpidos a serem degradados, com uma minima
degradagdo ocorrendo nas fragdes de resinas (20%) e as fracdes de asfaltanos permaneceram
constantes. Ao contrdrio da situacdo onde ocorre uma contaminac¢ao acidental, a microflora
indigena da pesquisa era exposta continuamente a altos niveis de contaminacdo. Foi
observado que os hidrocarbonos interferem na quimiotaxia dos microrganismos nao-
degradadores pelos seus substratos, favorecendo o sucesso da microbiota degradadora. Cada
espécie é capaz de degradar apenas um nimero limitado de moléculas da fracdo dos
hidrocarbonetos, entdao um incremento da curva de crescimento pode ser um indicativo do

aumento do nimero de espécies.
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Mishra et al. (2001) conduziram um experimento in situ em uma 4rea de 4.000m> (300
toneladas de lodo oleoso), contaminada com um lodo oleoso pertencente a uma refinaria,
utilizando um consércio de bactérias degradadoras especificas. O tempo de estudo foi 120
dias. Inicialmente, foram realizados testes preliminares para identificar um consércio de
bactérias que fossem capazes de degradar o lodo oleoso. O estudo envolveu uma parte da drea
como controle e em outra foi adicionada uma solug@o nutriente para fins de comparagdo com
a drea onde foi aplicado o consoércio de bactérias, validando a op¢ao da adicdo de nutrientes e
de um consoércio de bactérias. Os contaminantes foram medidos como hidrocarbonetos totais

(TPH).

Mishra et al. (2001) observam que pelas caracteristicas do lodo oleoso em ser heterogéneo, €
praticamente impossivel a degradacdo do material por apenas uma espécie, sendo necessdria
uma populacdo mista com um substrato especifico para realizar a tarefa. Os autores discutem
que a “bioaugmentagdo” é uma técnica promissora nos processos de biorremediagdo e relatam
que bactérias indigenas em um consércio garantem aos microrganismos terem uma maior
tolerncia a toxicidade que os hidrocarbonetos possuem e sdo mais resistentes as variagdes

ambientais.

Rahman et al. (2002) descrevem métodos para incrementar as taxas de biodegradacdo de
gasolina em solos contaminados por biorremediacdo ex situ. Os autores utilizam dois tipos de
lodos, surfactantes e um consoércio de bactérias constituido por Micrococcus sp., Bacillus sp.,
Corynebacterium sp., Flavobacterium sp. e Pseudomonas sp. O trabalho mostra que a
situacdo onde todos os parametros analisados estdo agrupados apresenta a melhor eficicia de

degradacgdo, aparentemente um resultado esperado.

Trindade et al. (2002) comentam que derrames de 6leo nos solos argilosos tém estimulado
diversos estudos na drea de biorremediacdo. Isto porque hd uma grande dificuldade de
remediar estes solos devido as fortes interacdes entre o solo e os contaminantes, além da baixa
permeabilidade, tornando praticamente impraticdvel a técnica tradicional de biorremediacdo in
situ. Trindade et al. (2002) realizaram experimentos de forma a avaliar a eficiéncia da
remoc¢do de poluentes através da adi¢cdo de microrganismos degradadores nativos de solos
(Nocardia nova, Pandoraea sp., Rhodotorula glutinis) e definir o melhor ‘pool” a ser
utilizado no tratamento. Juntamente com esta abordagem, foi avaliada a influéncia de taxas de

nutrientes em termos de C:N:P.
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Ruberto et al. (2003) analisaram a resposta dos microrganismos indigenas a presenca de um
6leo utilizado nas estagOes cientificas argentinas na Antartica. Foram criados microcosmos
com solos antdrticos suplementados com N e P em C:N:P de 100:12:3, valores maiores que os
utilizados previamente na pratica internacional. A Acinetobacter sp. foi utilizada como
“bi ~ s . . . . .
10augmentacdo”, sendo previamente retirada e isolada de um rio cronicamente
contaminado. As bactérias heterotréficas e degradadoras especificas foram identificadas ao

longo dos ensaios.

Ruberto et al. (2003) observaram que no 10° dia de tratamento havia perdas de 54 a 61% em
todos os tratamentos. Esta significante diminuicdo foi atribuida a volatilizagdo dos compostos
mais voldteis do o6leo. Neste momento, ndo havia diferencas significativas entre os
tratamentos. Por volta do dia 20, todas as condi¢des bidticas mostraram uma diminuicdo do
conteddo de hidrocarbonetos. A fertilizagdao com N e P determinou maiores valores residuais
de TPH, apresentando diferencas significativas para os outros tratamentos ao final dos
ensaios. Comparados ao controle abidtico, a atividade dos microrganismos indigenas reduziu
em 35% os TPH, enquanto a “bioaugmentacdo” em 65%. A presenga do dleo, de forma geral,
determinou um aumento na contagem microbiana, apesar de nos tratamentos com adi¢do de N
e P, a contagem ter diminuido, principalmente relacionada a microflora indigena. A
“bioaugmentacdo” com o Acinetobacter sp. apresentou as maiores contagens. Ruberto et al.
(2003) discutem que um dos mais importantes resultados da pesquisa € a resposta positiva da
microflora indigena antértica a uma polui¢do aguda por hidrocarbonetos. Mostram também
que o Acinetobacter sp. pode incrementar o processo de degradacdo do solo, sendo uma

importante ferramenta em biorremediacdo de areas frias.

Peressutti et al. (2003) estudaram as mudancgas da bacteriocenose nos solos da Patagdnia
poluidos por 6leos durante processos de biorremediacdo realizados em laboratério. Alguns
tratamentos receberam bioestimulacdo com NH4NO; e K,HPO,, e foram feitos um controle
abidtico e um outro apenas com bioestimulacdo sem contaminacdo. A enumeracdo bacteriana
foi feita através da técnica do nimero mais provdvel (MPN), avaliando microrganismos

heterotréficos e degradadores especificos.

Peressutti et al. (2003) relatam que as bactérias autdctones contidas no solo contaminado

foram eficazes em reduzir significativamente o conteddo poluente total no solo apds sete
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meses de estudo, sem um periodo de adapatacdo inicial, provavelmente devido a historia de
exposi¢cdo prévia do solo a contaminagdes. Algum residuo ainda encontrado foi atribuido a
presenca de hidrocarbonetos toxicos, além da auséncia de nutrientes e outros hidrocarbonos
disponiveis. As bactérias gram negativas mostraram um efeito predominante nos processos de
biorremediacdo durante os primeiros sete meses e, apds, a bacteriocenose autdctone foi
dominante com gram positivos. Conforme Peressutti et al. (2003), Greene et al. (2000)
mostraram mudangas semelhantes das comunidades de solos contaminados, relatando uma

sucessao de Pseudomonas sp. por Rhodococcus sp.

Prenafeta-Boldud et al. (2004) estudaram a biodegradacdo de uma mistura de BTEX e MTBE
em microcosmos e descrevem os efeitos da inoculacdo de um fungo capaz de metabolizar
tolueno denominado Cladophialophora sp., confirmado no solo por sondas de DNA através
de técnicas de biologia molecular. O fungo foi isolado previamente de um solo contaminado
por BTEX. Também foi avaliado no trabalho o efeito do pH a longo prazo. Quatro diferentes
tratamentos foram avaliados, sendo um solo ndo tratado com sua microflora nativa, um solo
autoclavado inoculado com o fungo, um ndo autoclavado inoculado com o fungo e um solo
autoclavado ndo inoculado (controle abidtico). Prenafeta-Boldu et al. (2004) observaram que a
atividade biodegradadora foi induzida pelos microrganismos indigenas 3 dias apds a adi¢cdo da
mistura de BTEX e MTBE. Enquanto os BTEX foram degradados em 8 dias, o MTBE nao
mostrou sinais de degradacdo. A biodegradacdo também foi observada no solo estéril
inoculado com as conideas do fungo, porém somente os compostos TEX foram consumidos.
Em um segundo solo estudado, em condi¢des de pH neutro, ndo-estéril, inoculado com o
fungo, os tratamentos apresentaram pequenas variagdes nos BTEX, com taxas de degradagao
do etil-benzeno um pouco mais significantes que os demais compostos. Em condicdes 4cidas,
a atividade de biodegradacdo dos degradadores nativos foi consideravelmente menor que no
caso de pH neutro. Observou-se que a biodegradacdo do benzeno sempre necessitou da
atividade dos microrganismos indigenas e que a presenca do fungo inoculado ndo mostra
qualquer efeito na degradacdo do composto. O MTBE também ndo foi biodegradado
significativamente neste tratamento, mostrando que o composto € mais recalcitrante que os

BTEX.

Prenafeta-Boldu et al. (2004) mostram que o tolueno e o etil-benzeno servem como substratos

ao crescimento dos fungos, enquanto os xilenos sdo cometabolizados e o benzeno ndo foi
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degradado. O benzeno somente foi degradado pelos microrganismos nativos com taxas
independentes da presenca ou nao do fungo. Ficou claro que ndo hd antagonismo entre os

degradadores de BTEX indigenas e o fungo introduzido.

Sabaté et al. (2004) apresentam um protocolo para biorremediacdo em duas fases. A primeira
fase envolve a caracterizacdo microbiana baseada na enumeracdo dos microrganismos
heterotréficos e dos degradadores especificos e do conhecimento de sua atividade metabdlica.
Em uma segunda fase, sugerem a identificacdo dos tratamentos mais apropriados e a avaliacdo
dos aditivos no microcosmo. Os autores utilizaram NH4Cl e KoHPO,4 em taxas de C:N:P de
100:10:1, aeragdo através da mistura do solo semanalmente, surfactante, inoculacdo de

microrganismos degradadores especificos e glicose.

Mielniczuk (1991) e Sabaté et al. (2004) relatam que os tratamentos contendo glicose s@o os
mais eficientes na biodegradacdo dos contaminantes. Sabaté et al. (2004) mostram que a
inoculacdo de um consoércio de degradadores especificos de fracdes pesadas de petréleo ndo
apresentou efeitos significativos. A comunidade microbiana natural, especialmente em solos
contaminados cronicamente, usualmente degrada os O6leos se hd condicdes favordveis

(Alexander, 1994).

Diversos autores mostram a importincia da utilizacdo da capacidade de biodegradagdo e
biorremediacdo de bactérias autoctones dos solos contaminados. Muitas vezes, apenas um
bioestimulante pode incrementar e otimizar a remog¢do de contaminantes de solos sem que
seja necessdria a introducdo de um consércio de microrganismos. A microbiota previamente
exposta a contaminagdes possui uma ‘memoria bioldgica”, sendo mais eficaz na remocdo dos
contaminantes no caso de derrames continuos. Entretanto, diversos autores consideram a
introdu¢do de consércios de microrganismos como fator decisivo nos processos de
biorremediacdo. Existem métodos que determinam as fracdes de microrganismos totais e
degradadores especificos. Deve haver uma relacdo 6tima de C:N:P, onde nenhum destes
elementos deve estar na forma recalcitrante, podendo-se obter facilmente esta relacdo em

ensaios de laboratdrio.
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2.1.7 Volatilizagao e Cromatografia

A volatilizacdo € um processo extremamente importante na biorremediacdo e, a0 mesmo
tempo, pouco considerada nos trabalhos atuais. O aumento da temperatura incrementa a
volatilizacdo dos compostos, sendo o inverso verdadeiro. Da mesma forma, a temperatura
influencia no metabolismo celular, aumentando ou diminuindo sua atividade em uma relagcao
diretamente proporcional. Além disso, as taxas de degradacgdo s@o relacionadas ao niimero da
populac@o microbiana. A mineralizacdo dos hidrocarbonetos em CO, como produto final da
biorremediacdo é um fator importante para ser monitorado em qualquer estudo de laboratério,
mostrando elevadas taxas nos solos contaminados em relacdo aos controles, maiores ainda nos

solos bioestimulados ou com alguma inoculag@o.

McGill et al. (1981) estimaram que até 20 — 40% dos 6leos crus podem volatilizar dos solos.
As altas temperaturas no verdo favorecem a volatilizacdo principalmente quando os solos
secam. A Figura 2.8 ilustra a capacidade de volatilizacdo dos BTEX de um solo contaminado
por gasolina sob diferentes regimes de umidade. A volatilizacdo dos BTEX tende a aumentar
com a diminuicdo da umidade. A taxa de volatilizacdo é uma funcdo da temperatura,
composi¢ao dos Oleos, radiacdo solar e espessura das camadas do contaminante nos solos. A
volatilizagdo e a biodegradacio tendem a remover seletivamente as fracdes de hidrocarbonetos

mais leves. Estas fracdes incluem as cadeias curtas de alifaticos e hidrocarbonetos aromaticos,

como o benzeno, tolueno e xilenos (Frankenberger, 1992).

Donaldson et al. (1992) realizaram um estudo com painéis revestidos de polimeros sintéticos
onde adicionavam 10 dos hidrocarbonetos mais comumente encontrados na gasolina e
monitoravam suas perdas em 5 diferentes tratamentos, que incluiam um controle de solo seco,
e outros com variantes de umidade. Alguns eram deixados secar naturalmente, enquanto
outros eram umedecidos e revolvidos periodicamente, ou apenas uma vez durante os
experimentos. Os tanques foram dispostos a0 meio ambiente. Os autores observaram que as
maiores taxas de volatilizacdo passiva ocorreram nos solos com algum nivel de umidade.
Menores taxas de volatilizacdo ocorrem a medida que o conteido argiloso aumenta, e a
mistura continua é importante na promoc¢ao de redistribuicdo dos quimicos e taxas de perdas.
As perdas de hidrocarbonetos ocorreram de forma mais acelerada durante os experimentos

feitos no verdo, em resposta a um maior aquecimento do solo e ventos quentes sobre a
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superficie. Donaldson et al. (1992) mostraram que a volatilizacdo pode ser utilizada para

remediar solos contaminados por gasolina a menores custos.

Zhou e Crawford (1995) observaram que enquanto o solo controle autoclavado mantinha os
TPH praticamente inalterados durante o periodo de estudos, os TPH dos outros tratamentos
diminuiram gradualmente para todas as concentracdes. Nas condi¢des experimentais, as taxas

de degradacao foram diretamente relacionadas ao nimero da populacdo microbiana.
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Figura 2.8: Volatiliza¢do do benzeno, tolueno, etil-benzeno e xilenos de um solo sob vérios
regimes de umidade (Frankenberger, 1992)

Spilborghs (1997) estudou em um microcosmo o comportamento de um vazamento de
gasolina a subsuperficie e aplicou a técnica “air sparging” objetivando a biorremediacdao do
contaminante. Na pesquisa foi simulado um vazamento de tanques de armazenamento de
combustiveis. O processo foi monitorado por 216 dias, mostrando uma total degradacao dos
BTEX aos 126 dias, com biodegradacdo mais intensa do tolueno (98 dias), seguido pelo

benzeno (112 dias) e xilenos ao final do trabalho (126 dias).

Solano-Serena et al. (1998) avaliaram o potencial da microflora origindria de solos

contaminados e ndo-contaminados em degradar gasolina em condicdes ndo limitantes, ou seja,
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a capacidade de degradacdo intrinseca da microflora. A performance dos microrganismos foi
investigada através de uma gasolina modelo (GM23) constituida pelos 23 mais representativos
hidrocarbonetos contidos em gasolinas comerciais. Foram realizadas andlises cromatograficas
e um acompanhamento por producdo de CO,. A degradacdao dos componentes do GM23 foi
avaliada em diferentes tratamentos. No tratamento com amostra de solo ndo contaminado
previamente, ndo foi observada a degradacdo dos hidrocarbonetos de cadeias longas até o
tempo de 28 dias, mostrando que os alcanos de cadeias longas e ramificadas sdo menos
suscetiveis a degradacdo microbiana, necessitando muitas vezes de associacdes de cepas e
cometabolismo. O refor¢co da microflora com duas cepas origindrias de solos contaminados
mostrou uma maior atividade de degradacio com a completa eliminacdo de todos os
compostos aos 28 dias. Solano-Serena et al. (1998) observaram ainda que a completa
eliminag¢do ocorre independentemente dos compostos estarem isolados ou na mistura total.
Entdo, notaram que a degradacdo da gasolina parece ser uma soma da degradacdo dos

compostos individuais.

Solano-Serena et al. (1999) analisaram a biodegradacio de gasolina utilizando uma microflora
obtida de um lodo ativado de tratamento de uma estacdo de tratamento de dguas. A cinética da
degradacdo foi estudada em culturas em meio liquido utilizando como parametros o CO,, O, e
andlise cromatogréfica de diferentes compostos. Os autores observaram que 62% do carbono
degradado era mineralizado em CO; e o resto era convertido em biomassa. Uma solucdo
nutritiva contendo gasolina (400mg/L) foi degradada em 25 dias, com diferentes taxas

ocorrendo para cada um dos hidrocarbonetos.

Solano-Serena et al. (2000) realizaram um estudo de selecdo de populacdo microbiana que
fossem capazes de degradar hidrocarbonetos recalcitrantes de gasolina através de
monitoramento de cultura e decomposi¢do por “headspace”. A metodologia empregada foi a
monitorizagdo por cromatografia da produgdo e consumo de CO, e O,. Neste trabalho, os
autores compararam solos contaminados previamente com um ndo contaminado. Diversos
hidrocarbonetos presentes na gasolina foram utilizados para selecionar a microflora
especializada de vdarias amostras e foi constatado que o monitoramento de CO, é um método
bastante eficaz para selecionar o isolamento de populagdes degradantes de produtos

recalcitrantes.
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Loehr et al. (2001) fizeram uma revisdo sobre a emissdo de compostos organicos volateis
(VOCs) e semi-VOCs (SVOCs) em processos de biorremediacio através de estudos de casos.
Sua avaliagdo focou como SVOCs de interesse hidrocarbonetos policiclicos aromadticos
(PAHs), policlorados bifenis (PCBs) e pentaclorofendis (PCP) e VOCs de interesse os BTEX.
A proposta do trabalho foi documentar a extensdo dos VOCs e SVOCs como parte dos
processos de biorremediacdo. Tais informagdes sdo necessdrias para identificar o quanto a
volatiliza¢do contribui para as perdas de carbono orginico e a magnitude das emissdes
gasosas. A volatilizacdo, sorcao e biodegradacdo podem simultaneamente afetar os compostos
quimicos. Um aumento da biorremediacdo ou adsorcdo diminui a volatilizacdo porque hd
menos quimicos para volatilizar. Portanto, fatores como a quantidade de quimicos, as taxas de
atividade microbiana, a volatilizacdo por si s6 e a maneira de operagdo dos processos podem

afetar as perdas dos VOCs e SVOCs.

2.1.8 Mineralizacdo dos Hidrocarbonetos de Petroleo

Conforme Frankenberger (1992), Alexander (1994) e Maier et al. (2000), a completa
destrui¢cdo dos contaminantes ocorre quando os hidrocarbonetos sdo mineralizados em CO,
como produto final da biorremediacdo. De acordo com os autores, a monitorizacdo deste
processo deve ser padronizada em todos os estudos para que se possam determinar os teores
6timos de agentes bioestimulantes adicionados aos solos. A deteccdo do CO, é muito mais
sensivel do que a monitorizagdo do desaparecimento dos hidrocarbonetos de petrdleo total
(TPH) sob a adi¢do de nutrientes. Da mesma forma, a deplecdo de substratos especificos ndo é
um bom pardmetro para se monitorar a biodegradacido, uma vez que produtos intermedidrios
toxicos podem ser formados. Geralmente a degradacio inicia apds 2 a 4 dias de um periodo de
estabilizacdo, atingindo taxas ideais dentro de uma a duas semanas do inicio da incubagdo

(Frankenberger, 1992).

Conforme Frankenberger (1992), agentes emulsificantes microbianos incluem 4cidos
organicos e cadeias longas de 4cidos graxos que aumentam a interface para a utilizagdo
microbiana de fracdes minerais soliveis e insoliveis de componentes dos 6leos. O autor
discute a extrema importancia do papel da emulsificagdo no aumento da interface 6leo-agua,

favorecendo a degradacdo microbiana. Relata também que os 6leos pesados sdo mais dificeis
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de serem atacados a medida que a viscosidade e o peso molecular aumentam. Os 6leos mais
viscosos sdo dificeis de se dispersar em meio liquido e t€ém menos superficie exposta para o

crescimento microbiano.

Dobson e Wilson (1964) mostraram que solos tratados com hidrocarbonetos apresentavam
taxas de respiracdo maiores que os solos ndo tratados (controles). A comparacdo permite
refletir sobre o grau de contaminacdo e taxas de biodegradacio na presenca de
hidrocarbonetos. Geralmente uma prévia exposi¢cdo aos hidrocarbonetos resulta em maiores
taxas de degradacao. Rowell (1975) mostrou que as taxas de mineraliza¢dao no solo aumentam
progressivamente com o aumento das taxas de 6leos aplicados, apesar de ndo ter apresentado
um valor maximo alcangado. Seus estudos indicaram que a decomposi¢do de 6leo ocorre até
mesmo em concentragcdes que aparentemente saturam o solo. Stone et al. (1940) mostraram
que apo6s 2 ou 3 transferéncias de culturas bacterianas expostas ao 6leo, os procedimentos de
biodegradacdo ocorriam mais rapidamente e o periodo de incubag¢do era diminuido
apreciavelmente, com emulsificacdo completa em 3 a 5 dias em temperatura ambiente.
Entretanto, cultivos continuos em placas com nutrientes diminuem a habilidade destas
culturas em atacar os hidrocarbonetos, indicando que muitas das biotransformacdes sao

mediadas por plasmideos.

Deeb e Alvarez-Cohen (2000) mostraram que apesar dos isolados utilizados na sua pesquisa
serem capazes de biotransformar o o-xileno, eles ndo conseguiram mineralizar o composto em
CO.. Entretanto, os autores ndo conseguiram identificar o quanto a presencga de etil-benzeno
em uma mistura de compostos aromdticos afeta o potencial de mineraliza¢do. Evidenciaram
que, em relacdo a este potencial, as misturas de culturas sdo mais efetivas que as culturas
puras na mineralizacdo de BTEX. Aparentemente as interagdes interespécies sdo necessirias
para a completa biodegradacdo de multiplos compostos nas misturas de hidrocarbonetos. O
MTBE contido nas misturas ndo foi degradado por nehuma das culturas para qualquer que
fosse sua concentracdo, que por sua vez ndo apresenta efeito inibidor nas taxas de

transformacdo de BTEX até um nivel de 200mg/L.
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2.1.9 Propriedades Fisico-Quimicas dos Solos Contaminados e Parametros

Ambientais

A biorremediacdo € dependente de uma série de fatores ambientais que incluem a aeracdo, pH,
umidade, temperatura e concentracao de nutrientes. A presenca de oxigénio € essencial para
uma biodegradagdo efetiva dos dleos. A decomposi¢do anaerdbia de hidrocarbonetos de
petréleo conduz a taxas de degradacdo extremamente baixas (Figura 2.9) (Frankenberger,

1992; Alexander, 1994; Paul e Clark, 1996; Tedesco et al., 1999; Maier et al., 2000).
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Figura 2.9: Mineralizacdo do diesel em ambiente aerébio e anaerdbio (Frankenberger, 1992)

Conforme Frankenberger (1992), um solo ideal para ser biorremediado adequadamente deve
possuir textura arenosa com alta porosidade que permita uma diluicdo de oxigénio. Esta alta
porosidade permitiria a aeragdo para a oxidacao dos hidrocarbonetos, necessitando ainda silte
e argila na matriz de solo para manter a umidade. O pH deve ser mantido em torno do neutro e
geralmente os solos necessitam fertilizantes como nitrogénio e fésforo para promover uma
adequada degradag@o de hidrocarbonetos de petrdleo. O autor discute ndo haver necessidade
de suplementacdo de nitrogénio em solos que contenham mais de 50mg/kg de nitrogénio

organico (NH4-N + NO;-N) ao menos que o solo esteja severamente contaminado. E as
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quantidades de fésforo necessdrias para mineralizar os hidrocarbonetos de petréleo sdo bem

menores que as de nitrogénio.

Loynachan (1978) mostrou que amostras perturbadas de solos aumentam a utilizacdo de
hidrocarbonetos devido ao aumento da drea de contato para difusdo de oxigénio. O conteido
de oxigénio no subsolo pode ser aumentado através da adicdo de perdxido de hidrogénio
(H,O,). Na presenca de catalase, o peréxido se transforma e dgua e O,, tendo sido utilizado

como agente bioestimulante para biorremediacio in situ (Frankenberger, 1992).

Dibble e Bartha (1979) realizaram um estudo em laboratério com a intensdo de avaliar e
otimizar os parametros de ‘land farming”. A biodegradacdo de uma lama oleosa foi
monitorada através da evolug¢do de CO, e anélises periddicas de hidrocarbonetos residuais. Os
parametros estudados no solo foram a umidade, pH, nutrientes minerais, micronutrientes,
suplementos organicos, taxas de tratamento e freqiiéncia e temperatura. A biodegradacdo da
lama oleosa foi 6tima para uma capacidade de campo de 30 a 90%, pH de 7,5 a 7,8, C:N e C:P
de 60:1 e 800:1, respectivamente, e temperatura de 20°C ou maior. Micronutrientes e
suplementos organicos ndo trouxeram beneficios. Além disso, aplicacdes pequenas e
freqiientes de hidrocarbonetos resultaram em melhores taxas de biodegradacdao quando

comparadas a grandes aplicacoes.

A faixa de pH ideal para promover a biodegrada¢do de 6leos em solos estd entre o neutro para
levemente alcalino. A maioria dos estudos indica que o pH 6timo para degradagdo de
hidrocarbonetos de petréleo estd entre 7 e 8, e mostra que valores de pH acima de 9,5 inibem a
degradacdo (Frankenberger, 1992). De acordo com o autor, solos dcidos podem ser tratados
com CaCOs; para incrementar a atividade bioldgica. O uso de Na,COs deve ser evitado porque
¢ um forte alcalinizante, além de ser muito expansivo. O presente trabalho avaliou um
processo de biorremediacdo em um solo dcido (Arenito Botucatu) sem qualquer corre¢do de

pH a fim de se verificar uma condi¢@o natural de biorremediacao.

Frankenberger (1992) e Alexander (1994) mostram que a umidade do solo contaminado afeta
a biodegradacdo de 6leos devido a dissolu¢do de compostos residuais, acdo dispersiva e a
necessidade da microbiota de manter uma alta atividade de metabolismo. A umidade
excessiva limita o suplemento de oxigénio gasoso, sendo que a maioria dos estudos indica que

a umidade 6tima encontra-se entre 50 e 80% da capacidade de campo. Os autores sugerem
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precaucdes quanto aos solos saturados no que tange a processos de lixiviagdo dos
hidrocarbonetos residuais ou fertilizantes nitrogenados soliveis em 4dgua. Os extremos de
umidade (ou formacdo de biofilmes) e dissecamento do solo reduzem a eficicia da
biorremediacdo. Conforme Frankenberger (1992), a umidade do solo deve ser mantida através

de reaplicagdes de dgua a intervalos regulares.

A aplicacdo de nutrientes promove a atividade de bioemulsificantes pelos microrganismos,
criando compostos intermedidrios soliveis em dgua capazes de migrar a maiores
profundidades no solo (Verstraete et al., 1976). Entretanto, a maioria dos hidrocarbonos é
hidrofébica na natureza e absorvem a matéria organica, ndo sendo livremente transportados
pelo solo (Frankenberger, 1992). Na presente pesquisa fez-se um estudo da migracdo de
contaminantes sem se considerar a presenca de nutrientes, € o solo utilizado apresenta pouca
matéria organica. Hillel (1989) mostrou que a migracdo de hidrocarbonetos é dependente da
textura do solo (permeabilidade, difusio e dispers@o hidrodindmica), uniformidade e

configuracdo das camadas, umidade e viscosidade dos fluidos de dleo.

Basicamente todas as transformacgdes bioldgicas sdo afetadas pela temperatura
(Frankenberger, 1992; Alexander, 1994; Maier et al., 2000; Nelson e Cox, 2002). A medida
que a temperatura aumenta, aumenta a atividade bioldgica até um valor onde comeca a ocorrer
desnaturacdo das enzimas. A temperatura ideal para a degradacdo de hidrocarbonetos varia de
18 a 30°C, ocorrendo a taxas minimas em 5°C ou menos. Entretanto, os microrganismos se
adaptam a temperaturas extremas. Baixas temperaturas diminuem a volatilizacdo e aumentam
a solubilidade dos hidrocarbonetos voldteis em 4gua. Entdo, quando consideramos uma
operacdo de “land-farming”, devemos considerar a incidéncia solar e o local de disposicao.
Estudos de laboratério devem ser conduzidos considerando a temperatura média de campo

(Frankenberger, 1992).

As taxas de C:N e C:P para se converter 100% dos hidrocarbonetos em biomassa microbiana é
10:1 e 100:1, respectivamente (Frankenberger, 1992; Selbach e Camargo, 2001). O nitrogénio
€ a chave da producdo de proteinas e dcidos nucleicos, enquanto o P € necessario na produgdo
de ATP para funcOes metabdlicas, além de também constituir 4cidos nucleicos, fosfolipideos e
dcidos tecdicos. Os fertilizantes mais comuns utilizados em solos contaminados incluem
nitrato de amonia, sulfato de amodnia e uréia. A uréia nao é muito utilizada porque os 6leos

refinados inibem a hidrodlise da uréia a amodnia e CO,.
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Zhou e Crawford (1995) realizaram um estudo dos efeitos do oxigé€nio, nitrogénio e
temperatura na biodegradacdo de gasolina em um solo em micro e macro escala. Os
componentes volateis foram medidos por cromatografia gasosa em um headspace sobre o solo
contaminado disposto em recipientes fechados. Os autores comentam que em um estudo de
biodegradacdo ¢ dificil separar as perdas devido a volatilizacio das que ocorrem via
metabolismo microbiano. Foram realizadas também contagens de microrganismos em placas
ao longo do tempo de experimentos. Diferentes concentragdes de oxigénio (5, 6, 8, 10, 12, 18,
50 e 90%) foram consideradas nos microcosmos. Apds ser simulado o vazamento de gasolina
no solo, os hidrocarbonetos, a concentracdo de oxigénio e de CO, foram monitoradas via
cromatografia. O efeito da adicdo de nutrientes foi avaliado via diferentes concentragdes de

vapores de amonia ou NH4NO;3 e K,HPO,.

Zhou e Crawford (1995) mostraram os efeitos da temperatura durante o processo de
biorremediacdo, simulando a temperatura do sub-solo do seu local de estudo (11°C), 25°C e a
maior temperatura da superficie encontrada no verdo (37°C). Os TPH iniciais eram de 1780
ppm e outros fatores eram constantes. Os valores de Vi € ks mostraram que as taxas de
degradacdo aumentaram com a temperatura. A temperatura afeta a natureza fisica e a
composicido do petrdleo, as taxas de metabolismo dos hidrocarbonetos e a composi¢do das
populagdes microbianas. Altas temperaturas aumentam a evaporacdo dos alcanos de cadeia
curta e outros hidrocarbonetos de baixo peso molecular, geralmente causando toxicidade a
membrana dos microrganismos, além de diminuir a viscosidade e solubilidade dos

hidrocarbonetos na fase aquosa.

Zhou e Crawford (1995) observaram que maiores taxas de oxigé€nio ndo necessariamente
resultam em maiores taxas de biodegradacdo aerdbica pelos microrganismos, sendo para o
caso de estudo 10% a concentracdo Otima de oxigénio (a atmosfera tem 21%). Os autores
explicam o fato observando que a atividade da nitrogenase ¢ maior em concentragdes de O,

abaixo do valor atmosférico, e hd muitas bactérias aerébicas fixadoras de nitrogénio no solo.

Radwan et al. (2000) realizaram um estudo para verificar a biorremediacdo de
hidrocarbonetos em solos desérticos através da utilizacdo de fertilizacdo do solo com uma
mistura de glicose e peptona. A magnitude da atenuagdo foi bastante elevada para ser
atribuida somente ao conteido de nitrogénio da peptona adicionada. A fertilizacdo com KNO;

contendo a mesma quantidade de nitrogénio da peptona mostrou uma melhora do efeito de
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atenuacdo, mas menor em intensidade quando comparado ao composto de glicose e peptona.
A mistura acarreta em um grande aumento da populacdo de microrganismos, mantendo seu

ndmero alto até mesmo apds a atenuagdo dos orginicos.

Radwan et al. (2000) avaliaram a possibilidade de utilizar a 4gua do mar na biorremediacao de
hidrocarbonetos no deserto por questdes de custo, mas os resultados ndo foram satisfatérios,
sendo necessdria dgua doce. Além disso, observaram que os degradadores de hidrocarbonos
respondem inicialmente a glicose e peptona e, apds depletada a matéria organica adicionada, a

populagdo microbiana metaboliza os hidrocarbonetos.

Trindade et al. (2002) relatam que para o solo estudado, a otimiza¢do da biodegradacdo
ocorreu quando o C:N:P foi ajustado em 100:1,25:1. E sabido que cada sistema apresenta sua
condicio de C:N:P o6tima, dependendo do tipo de contaminante, concentracio,
biodisponibilidade, além da habilidade dos microrganismos na degradacdo do poluente. A
taxa 100:10:1 € extremamente utilizada na literatura, porém em algumas situagdes especificas,
o carbono do 6leo ndo é completamente assimilado pela biomassa por ter compostos
recalcitrantes ou metabolizados parcialmente. Trindade et al. (2002) discutem que o
nitrogénio inorganico pode ser melhor relacionado com a umidade do solo (Ni»0) do que com
o nivel de substrato C:N para suprir mais adequadamente este nutriente evitando inibi¢do.
Uma superfertilizacdo é dependente da umidade, que por sua vez pode reduzir a atividade dos
microrganismos degradadores, sensiveis ao potencial de dgua no solo. Solos com maiores
umidades podem diluir melhor o nitrogénio do que aqueles com baixa umidade. Deve-se
lembrar, entretanto, que uma maior umidade diminui as taxas de transferéncia de O,. Deste
novo conceito, a concentragdo 6tima de Ny € 2000 a 2500 mgN/kg de H,O. As taxas de C:N
de 100:1,25 e 100:5 utilizadas no trabalho de Trindade et al. (2003) resulta em valores de

5004 e 20015mgN/kg de H,O, respectivamente.

A textura do solo é um parimetro extremamente importante no processo de biorremediacao,
uma vez que mantém ou ndo umidade, e conseqiientemente aeracdo. A umidade ideal para
otimizar os processos parece estar na faixa de 50 a 80% da capacidade de campo. A
proliferacdo excessiva da microbiota promove a formacao de biofilmes, que pode colmatar o
solo, diminuindo sua aeracdo. O pH ideal, conforme diversos autores, estd em uma faixa ao
redor do neutro para levemente alcalino. Neste trabalho, buscou-se ndo alterar o pH do solo

para avaliar a biorremediacdo em condi¢des naturais.



36

2.1.10 Formacao de Agregados

Um solo pode ser composto de material solto e particulas instiveis ou consistir em um
material estruturado de particulas interligadas associadas em agregados, possuindo formas e
tamanhos regulares. O arranjo, ou organizacao das particulas no solo (configuracdo interna da
matriz de solo), € chamado de estrutura do solo. Burland (1990) definiu o termo “estrutura” de
um solo natural como consistindo de duas partes: a malha que representa um arranjo espacial
de particulas de solo e contatos interparticula e “ligacdo” entre particulas, as quais podem ser
progressivamente destruidas durante carregamentos (deformacdes plasticas). Ambos a malha e
as ligacdes sdo fortemente afetados pelos processos de deposi¢cdo, mudancas climdticas,
atividade bioldgica e manejos dos solos, e sdo vulnerdveis a forcas destrutivas de natureza

mecanica e fisico-quimicas (Khonke, 1968; Hillel, 1998).

Os agronomos usualmente estdo interessados, pelo menos para as camadas superficiais, em
terem um solo solto e poroso e com boas condi¢des de permeabilidade. Os engenheiros
geotécnicos, por outro lado, necessitam de um solo denso e rigido para prover a maxima
estabilidade e resisténcia ao cisalhamento e minima permeabilidade. Ambos o0s casos
necessitam do conhecimento das relagdes que envolvem a estrutura do solo. Ha dois tipos
principais de estabilidade: a capacidade do solo em reter sua estrutura sob acdo da dgua e a
sua capacidade de secar retendo a estrutura sob acdo de forcas mecanicas externas como
forcas de compactacdo (Khonke, 1968; Hillel, 1998). Na pratica da engenharia geotécnica,
técnicas para melhorar as caracteristicas do solo podem ser empregadas em diferentes tipos de
solo, e abrangem uma variedade de métodos, como reforco, cimetacdo, compactacdo e
remocao de dgua (Schnaid et al., 2001). O cimento Portland (material inorganico) pode ser
utilizado para melhorar as propriedades dos solos e resulta do processo de trocas de fons e
floculacdo (Burland, 1989, 1990; Petley et al., 1993; Zhu et al., 1995; Cuccovillo e Coop,
1999). Dependendo da percentagem de cimento adicionado ao solo, um solo com baixa
densidade gradualmente se modifica para uma estrutura cimentada na qual suas propriedades
sdao funcdo da mistura. Estas propriedades ndo se encaixam necessariamente em teorias

cldssicas de mecanica do solo (Leroueil e Vaughan, 1990).

A agregacdo de solo é um importante aspecto que pode decorrer de processos de

biorremediacdo (Southam et al., 2001), sendo util e importante sua consideracdo na
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engenharia geotécnica, especialmente no estudo de taludes, barragens e estradas. A estrutura
caracteristica de solos é frequentemente atribuida a ‘oxidacdo” originada pelas variagdes no
nivel do lencol fredtico nos depdsitos de argilas moles. Parte dos compostos de oxidacdo de
ferro nos solos € catabolizada pelos microrganismos em formacdo de biofilmes. Algumas
bactérias s@o conhecidas por fazerem a oxidagdo de Fe** enzimaticamente, como as
Thiobacillus ferrooxidans, Leptospirillum ferrooxidans, Sulfolobus sp., Acidianus sp., €
Gallionella sp. Todos os géneros mencionados podem ser associados com a formacdo de

‘cimentos” em depdsitos de ferro (Paul and Clark, 1996).

Khonke (1968) e Hillel (1998) mostram que a atividade microbiana afeta a agregacdo do solo
e que se modifica conforme os microrganismos presentes, que podem incluir espécies de
protozodrios, bactérias, fungos e actinomicetos. O autor discute a importancia das bactérias da
rizosfera, que tém uma associacdo direta com as raizes de plantas, assim como os fungos, que
formam redes extensivas de adesdo através de finos filamentos conhecidos por hifas. A
composi¢do da microfauna e da microflora depende da temperatura e umidade, pH do solo e
seu potencial de oxidacdo e reducdo, nutrientes e tipos e quantidade de matéria organica

presente no solo (Alexander, 1977, 1994).

Os microrganismos do solo agregam particulas por meio de mecanismos complexos, como
adsor¢do, modificagdes fisicas, cimentacdo e excrecdo de produtos mucilaginosos (Khonke,
1968; Hillel, 1998). Neste contexto sdo importantes diversos produtos microbianos capazes de
formar os agregados, como os polissacarideos, hemiceluloses ou uronideos e outros polimeros
naturais (Coleman e Crossley, 1996). Estes materiais sdo conectados as superficies de argilas
por meio de pontes de cations, hidrogénio e forcas de Van der Waals, e mecanismos de
adsorcdo de anions. Os polissacarideos, em particular, consistem em moléculas grandes,
lineares e flexiveis capazes de formar ligacdes multiplas com diversas particulas de uma s6
vez. Em alguns casos, os polimeros orgénicos localizam-se entre as particulas de argila e
formam uma capsula ao redor dos agregados. Em outros casos, solugdes de agentes organicos
ativos penetram nos agregados de solo e entdo formam cimentos insoliveis (apesar de ainda
serem biologicamente biodegradaveis)(Khonke, 1968; Hillel, 1998). Todo este conhecimento
foi empregado nesta Tese para demonstrar a agregacdo de particulas de solo em um
microcosmo contaminado por gasolina, fator importante que deve ser analisado em de

processos de biorremediacdo, conforme avalia Southam et al. (2001).
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2.1.11 Percolagdo de Contaminantes

Zhou e Crawford (1995) apresentam na Figura 2.10 o desaparecimento dos TPH pela
degradacdo microbiana a 25°C em amostras retiradas de diferentes profundidades, com
conseqiientes tipos de formacdo de solo diferentes (argila e combinacdes com silte e
cascalho). Foi colocada a mesma concentracdo inicial de TPH e mantidas outras varidveis
constantes, conforme os autores. Zhou e Crawford (1995) observaram que as taxas de
degradacdo dos TPH foram diretamente proporcionais a populacdo microbiana existente no
solo, como ji visto no item 2.1.6. Os autores consideram que outros fatores como
profundidade e tamanho de particulas ndo influenciam as taxas de biodegradacdo de forma tdo
6bvia. Entretanto, isso ndo é verdade, uma vez que os solos s@o, para efeitos préticos,
diferentes, consistindo em um erro metodoldgico dos autores. O trabalho, apesar deste fato,

apresenta uma importante contribuigao.
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Figura 2.10: Desaparecimento do TPH em diferentes profundidades (Zhou e Crawford, 1995)

Corseuil e Alvarez (1996) discutem que progressos significativos foram feitos no

entendimento da hidrogeoquimica e fatores

microbiolégicos

que

influenciam na

biorremediacdo natural de aqiiiferos contaminados nos EUA e na Europa, mas que, entretanto,

esta experiéncia deve ser extrapolada com cuidado para dreas contaminadas no Brasil, onde a
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gasolina contém aproximadamente 22% de etanol. Conforme os autores, os hidrocarbonetos
encontram-se em um estado reduzido, e sua oxidacdo pode ser feita termodinamicamente. Os
microrganismos podem mediar a oxidacdo utilizando aceptores de elétrons durante seus
processos de respiracao. A utilizacdo preferencial observada reflete um potencial decrescente
de oxidacdo e aceptores de elétrons: oxigénio, nitrato, Fe? * sulfato e dioxido de carbono. A
cinética da oxidacdo € mais rapida para os aceptores de elétrons de maior potencial de
oxidacdo. A presenca de etanol na gasolina brasileira representa um adicional significativo da
demanda de oxigénio, diminuindo a degradacao aerébia dos BTX em aqiiiferos com limitacao

de oxigénio (Figura 2.11).

EPA (1996) mostra que apés um episodio de vazamento de um tanque de armazenamento
subterraneo, os hidrocarbonetos se infiltram no solo e interagem com o mesmo, manifestando-
se de diversas formas (Figura 2.12). Os compostos hidrocarbonetos de petréleo podem se
particionar em cinco fases em subsuperficie: a) vapor (no gis do solo); b) residual (retido por
acdo da capilaridade); c) adsorvido (na superficie das particulas sélidas, incluindo matéria

organica); d) dissolvido (na dgua); e) fase livre (hidrocarboneto liquido, mével).
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Figura 2.11: Efeito da concentracdo de etanol na degradagdo aerdbica de benzeno em um
microcosmo de aqiiifero (Corseuil e Alvarez, 1996)
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A massa de hidrocarbonetos das fases residual e livre irdo se volatilizar e solubilizar
parcialmente, para se tornar componentes do vapor do solo e da dgua subterrinea (EPA,
1996). Quanto aos hidrocarbonetos da fase vapor, estes sdo muito mais moveis e podem
migrar a grandes distancias ao longo do fluxo preferencial, como em fraturas, juntas, camadas
de areia e linhas de utilidades subterrineas. A propor¢do em que a massa inicial de
contaminante se distribui nestas diversas fases pode ser estimada a partir do mapeamento das
plumas de fase livre e dissolvida, da concentragdo do contaminante no solo e no vapor do
solo. Deve-se atentar para o fato de que a retencao capilar consegue manter na forma imével
quantidades significativas de hidrocarbonetos puros, que agem como fonte permanente de

contaminac¢do do aqiiifero e como fonte de vapores para a superficie (EPA, 1996).

EPA (1996) relata que apds o vazamento, os hidrocarbonetos tendem a migrar
descendentemente sob influéncia das forgas gravitacionais e capilares. Enquanto a fonte de
vazamento continuar fornecendo produto, o solo vai se tornando mais saturado de
hidrocarbonetos e o centro de massa da pluma vai migrando descendentemente, deixando uma
fase residual de hidrocarbonetos imoéveis no solo ao lado a acima da frente de avanco da
pluma. Se o volume de hidrocarbonetos vazados é pequeno em relacdo a capacidade de
retencdo do solo, os hidrocarbonetos tenderdo a ficar retidos por capilaridade no solo e a
massa total de contaminante ficard imobilizada. Para haver acimulo de fase livre sobre o nivel
d’4gua, o volume vazado deve ser suficiente para exceder a capacidade de retencdo do solo

entre o ponto de vazamento e o nivel d’agua.

Na Figura 2.13 estd representada a progressdo do hidrocarboneto vazado de um tanque de
armazenamento subterraneo. A Figura 2.13A ilustra a massa de hidrocarbonetos antes de
atingir a franja capilar. Se a fonte de produto cessasse neste momento, provavelmente ndo
haveria fase livre. A Figura 2.13B ilustra o que ocorreria se 0 vazamento continuasse € 0
volume vazado fosse suficiente para iniciar o acimulo de fase livre e o deslocamento da franja
capilar. O produto livre comeca a deslocar a franja capilar e alguns dos seus compostos
soltveis dissolvem-se na dgua subterranea. A Figura 2.13C ilustra o momento em que a fonte
cessa. Os residuos de hidrocarbonetos permanecem no solo abaixo do tanque. A pluma de fase
livre se espalha lateralmente e uma pluma de contaminante dissolvido migra no sentido do

fluxo subterraneo (EPA, 1996).
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Corseuil et al. (1998) investigaram os efeitos do etanol na degrada¢do de compostos BTX sob
condicdes de aceptores de elétrons comumente encontradas nos projetos de biorremediacdo
em microcosmos de aqiifferos. Os microcosmos foram feitos com material arenoso
proveniente de um aqiiifero contendo pouca matéria organica (0,2%) e sabidamente nunca

expostos anteriormente aos BTX. A dgua subterranea foi coletada do mesmo local. Controles
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e testes com nutrientes também foram executados. Além disso, foram recriadas situacoes
anaer6bicas no mesmo experimento. Os resultados mostraram que o etanol ¢é
preferencialmente utilizado sobre os compostos de BTX e hd um periodo sem degradacdo dos
compostos enquanto o etanol é degradado. Conforme os autores, a preferéncia pelo etanol
sobre os BTX mostra que o dlcool é um substrato facilmente degradado que pode ser oxidado
pelas enzimas constituintes da microbiota através de vias metabdlicas centrais. Os efeitos de
degradacdo do etanol anteriormente aos BTX também foi observado no meio aerébio nos
tratamentos com a adi¢do de nutrientes. Uma vez que a gasolina brasileira possui grande parte
de etanol, existe a possibilidade que nas dguas subterraneas impactadas por vazamentos, etc, o
oxigénio disponivel seja rapidamente consumido antes que a degradacdo dos BTX inicie. Esta
observagdo € particularmente importante para o benzeno, o mais téxico dos BTX e que se
degrada muito lentamente em condi¢des anaerdbias. O fato sugere que o benzeno possa

migrar sem bioatenuacdo até que o etanol seja biodegradado.

Corseuil et al. (1998) observaram que o tolueno foi degradado sob todas as condi¢cdes de
aceptores de elétrons testados, com taxas de degrada¢do aumentando conforme o potencial de
oxidacdo (aerébio > desnitrificadores > redutores de ferro > redutores de sulfato >
metanogénicos). O benzeno somente foi degradado em microcosmos aerdbicos, sendo

recalcitrante para as demais condi¢des estudadas durante um periodo de 99 dias de incubacao.

Solano-Serena et al. (2000) relatam que a persisténcia da gasolina em um solo contaminado
depende da migracdo dos contaminantes e dos processos de biorremedia¢do. Cordazzo et al.
(2000) realizaram um estudo numérico bidimensional para o escoamento de gasolina
acrescida de dlcool no solo para a regido saturada em volumes finitos com um modelo de
biodegradacdo de primeira ordem. Foi, portanto, considerado o efeito do etanol na
biodegradagdo dos constituintes da gasolina, fendmenos de co-solvéncia e retardo da pluma.
Também foi resolvido numericamente o campo de velocidades da dgua subterrdnea através
das equagdes de Darcy, que permitiram o modelamento de escoamentos mais complexos,
envolvendo bombeamentos e sucgdes no solo. Cordazzo et al. (2000) verificaram que ha
preferencialmente a degradacdo do etanol por parte dos microrganismos, retardando a

degradacdo dos compostos de BTEX.

Deeb e Alvarez-Cohen (2000) avaliaram o impacto das ineracdes do substrato nas taxas de

biotransformag@o e potenciais de mineralizagdo de monoaromdticos e metil terc-butil éter
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(MTBE) que geralmente sdao encontrados em plumas de contaminagdo de lengdis fredticos. Os
hidrocarbonetos de petréleo sdo contaminantes comuns dos lencoéis fredticos, sendo de
particular interesse os aromdticos e oxigenados da gasolina, primariamente o benzeno,
tolueno, etil-benzeno, xilenos e MTBE. Deeb e Alvarez-Cohen (2000) utilizaram um
consércio de dois isolados microbianos de um agqiiifero contaminado por gasolina,
controlando as perdas abidticas de volatilizagdo através de solos controle estéreis contendo
BTEX marcados com material radioativo. Os autores tentaram identificar as interacdes de
substrato nas misturas de BTEX quanto a aspectos positivos (cometabolismo) e negativos
(inibicdo). Observaram que a presenca de etil-benzeno tem um efeito inibitério nas
transformacdes de benzeno, tolueno e xilenos e, por outro lado, notaram que a presenca de
outros componentes em misturas bindrias com o etil-benzeno possuem um efeito negativo
sobre este composto. Deeb e Alvarez-Cohen (2000) mostram ainda que as vias de
biodegradacdo obtidas através de culturas puras confirmaram que o tolueno e o etil-benzeno

sdo degradados pela mesma via metabdlica.

Powers et al. (2001) fizeram uma revisdo do transporte de etanol e BTEX na subsuperficie
ap6s um derrame de gasolina contendo o dlcool. O etanol aumenta a concentra¢do aquosa dos
BTEX devido a um efeito de co-solvéncia, e pode inibir a biodegradacio dos compostos
consumindo preferencialmente os aceptores de elétrons e os nutrientes. O etanol pode
aumentar o espraiamento das plumas de BTEX. Os autores também afirmam que o efeito do
etanol na atenuacdo natural dos BTEX ¢é sistema-especifico e depende da capacidade de

assimilagdo dos aqiiiferos.

Considerando as politicas de incentivo para a expansiao do uso de etanol como combustivel e
seu uso junto a gasolina tanto nos EUA como no Brasil, Powers et al. (2001) acreditam que o
alcool serd encontrado mais freqiientemente nas plumas do lencol fredtico contendo BTEX.
Os autores consideram que um maior estudo dos efeitos do etanol e do transporte dos
compostos de BTEX € necessario para se determinar se os beneficios econdmicos e
ambientais da adi¢do de etanol a gasolina trardo efeitos negativos na qualidade dos lencgéis
fredticos e no meio ambiente em geral. Devemos, entretanto, avaliar também a possibilidade
de combate aos vazamentos e a prevencdo de futuros derrames utilizando toda a tecnologia
disponivel. A gasolina brasileira contém aproximadamente 22-24% de etanol (Cunha e Leite,

2000; Cordazzo et al., 2000; Powers et al., 2001).
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Conforme ja visto anteriormente, a presenca de quimicos oxigenados tem um impacto na
migracdo da gasolina na subsuperficie apés um vazamento ou derrame, e conseqiientemente
na sadde publica. Powers et al. (2001) relatam que hd numerosos processos que afetam a
concentracdo de contaminantes nos aqiiiferos, que incluem a infiltracdo da gasolina pela zona
ndo-saturada, espalhando-se pelo nivel d’dgua, com dissolucdo de compostos mais soldveis da
gasolina para a 4gua, sendo estes quimicos transportados com o lengol fredtico até sua
adsorcao e biorremediacdo (Figura 2.14). A Figura 2.14 é uma modifica¢do da Figura 2.13

(EPA, 1996).

Figura 2.14: Processos gerais que governam a gasolina na subsuperficie (modificado de
Powers et al., 2001)

A adicdo de etanol a gasolina afeta uma relac@o de equilibrio ideal por efeitos de co-solvéncia,
causados pela presenca de altas concentragdes de compostos organicos, como os alcoois, na
fase aquosa. Estes co-solventes reduzem a polaridade da fase aquosa, ocasionando uma
reducdo do coeficiente de atividade da fase aquosa e permitindo uma maior concentracdo de
compostos organicos hidrofébicos na fase aquosa (Powers et al., 2001). Corseuil e Fernandes
(1999) mostraram que até mesmo pequenas concentragdes de etanol na fase aquosa aumentam
a solubilidade dos BTEX. Uma concentracdo de etanol aquoso de 10% aumenta a

concentracdo de BTEX dissolvido em 30%.
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Powers et al. (2001) discutem que os transportes de massa no lencol fredtico sdo controlados
por processos de adveccdo e dispersdo hidrodinamica. A advecgdo € o principal meio de
transporte de hidrocarbonetos na direcdo do fluxo de velocidades, enquanto a dispersdo

hidrodinamica € responsdavel pelo transporte em outras diregdes.

De acordo com os quimicos e condi¢des de redox nos aqiiiferos, o etanol pode estimular
processos microbioldgicos que afetam as propriedades hidrodindmicas dos aqiiiferos. A
formacdo de agregados de células e biofilmes reduzem a porosidade e se torna um importante
mecanismo de colmatagdo. Microrganismos podem também afetar a permeabilidade dos
aqiiiferos contribuindo na dissolu¢d@o mineral (CaCOs3) ou precipitagdo (FeS). A combinagdo
do crescimento microbiano com a precipitacdo mineral pode resultar em uma significante

reducdo da porosidade e permeabilidade ao longo do tempo (Powers et al., 2001).

2.1.12 Consideragdes Finais de Biorremediagdo

Conforme Frankenberger (1992), um estudo ideal de solos contaminados deve incluir
investigacdes das propriedades fisicas e quimicas do solo contaminado, dindmica da
populacdo microbiana, metais pesados, deplecio de TPH, BTEX ou outro parametro
especifico, e mineralizacdo de hidrocarbonetos. As propriedades fisico-quimicas devem ser
caracterizadas em termos de pH, nitrogénio inorganico, fésforo inorganico e andlise de
agregacdo de particulas. Os microrganismos devem ser enumerados em relacdo ao total da
populacdo e degradadores especificos. Metais pesados devem ser considerados, pois inibem a
biodegradacdo de hidrocarbonetos de petréleo. A quantidade de CO, pode fornecer um indice
confidvel da degradacdo do petrdleo. Tratamentos que considerem estudos em microcosmos
devem incluir controles estéreis e ndo estéreis e aplicacdes de nutrientes. A melhor relacio
C:N:P deve ser estabelecida. Por fim, pode-se considerar um estudo de volateis e TPH ou
hidrocarbonetos especificos, através de técnicas cromatogrificas. A presente Tese abrange
todos estes itens e ainda efeitos de permeabilidade e agregacdo de particulas, e toxicidade e

lesdo celular causadas durante um procedimento de biorremediacdo de gasolina.
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2.2 TOXICIDADE E LESAO CELULAR CAUSADAS POR
HIDROCARBONETOS

2.2.1 Introdugao

A gasolina e o querosene, dois destilados do petréleo preparados pelo fracionamento do dleo
cru, contém hidrocarbonetos alifaticos, aromaticos e varios outros hidrocarbonetos com
cadeias ramificadas e insaturadas. Esses compostos sdo usados como combustiveis para
iluminacdo, aquecimento e motores; veiculos para alguns pesticidas; agentes de limpeza e
solventes para tintas. Como geralmente sdo armazenados em garrafas que foram usadas para
embalar bebidas, a gasolina e o querosene sdo causas comuns de intoxicagdes acidentais em
criancas. Uma preocupacdo associada a exposi¢do cronica a gasolina € que ela contém cerca

de 2% de benzeno e, por essa razdo, pode causar leucemia (Klaassen, 2003).

As intoxicacdes causadas pela ingestdo de gasolina e querosene sdo semelhantes as
provocadas pelo édlcool etilico (Klaassen, 2003). Os sinais e sintomas incluem incoordenacao,
agitacdo, excitagdo, confusdo, desorientacdo, ataxia, delirio e finalmente coma, que pode
estender-se por algumas horas ou vdrios dias. A inalacdo de concentragdes altas dos vapores
da gasolina como, por exemplo, por trabalhadores que limpam tanques de armazenamento
(Takamiya et al., 2003), pode causar morte imediata ou em algumas horas. Os vapores da
gasolina sensibilizam o miocdrdio, de forma que quantidades pequenas de epinefrina
circulante podem desencadear fibrilagdo ventricular (muitos hidrocarbonetos exercem essa
acdo). Concentragdes altas do vapor de gasolina também podem causar depressdo rdpida do
SNC e obito devido a insuficiéncia respiratéria. Com a inalacdo de concentracdes altas por

algumas horas, o paciente pode desenvolver pneumonite (Klaassen, 2003).

As intoxicagOes causadas por hidrocarbonetos resultam da inalacdo dos vapores ou ingestao
das preparacdes liquidas. A ingestdo é mais perigosa porque os liquidos tém tensao superficial
baixa € podem ser facilmente aspirados para o trato respiratério junto com 0s vOmitos ou a
eructacdo. A morbidade € atribuida a aspiracdo, que ocorre durante a ingestdo ou por ocasido
do tratamento. A lesdo pulmonar ndo € causada pela absorcdo gastrintestinal da gasolina ou do
querosene. A pneumonite quimica, complicada por pneumonia bacteriana e edema pulmonar

secunddrios, € a seqiiela mais grave da aspiracdo. O 6bito causado pelo edema pulmonar
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hemorrdgico geralmente ocorre em 16 a 18h e raramente além de 24h depois da aspiracdo

(Klaassen, 2003; Kumar et al., 2005).

O exame dos tecidos dos pacientes que evoluiram ao 6bito demonstra pulmdes pesados,
edemaciados e hemorrdgicos. Os alvéolos estdo preenchidos por um exsudato rico em
proteinas, células e fibrina, geralmente com um padrio semelhante ao da doenga da membrana
hialina. As paredes alveolares estdo espessadas e podem romper-se, causando seqiielas menos
comuns como enfisema e pneumotdrax. Os linfonodos pulmonares estdo inflamados e, em
alguns casos, foram encontradas broncopneumonia e atelectasia (Klaassen, 2003; Kumar et

al., 2005).

As medidas sintomadticas e de sustentacdo provavelmente sdo o melhor tratamento para as
intoxicacdes por gasolina ou querosene (Ervin, 1983; Gosselin et al., 1984). Tendo em vista o
risco de aspiracdo, os vOomitos ou a lavagem gdastrica devem ser evitados, a menos que os
riscos estejam justificados pela presenca de outras substdncias téxicas no destilado do
petréleo. A catarse pode ser induzida com sulfato de magnésio ou sddio. Antibidticos sdo
usados se houver indicacdo especifica, como por exemplo pneumonite bacteriana. A
epinefrina e compostos relacionados devem ser evitados porque podem provocar arritmias
cardiacas. O tratamento deve incluir a correcdo dos distirbios hidreletroliticos (Klaassen,

2003; Kumar et al., 2005).

O benzeno € um solvente excelente, sendo um composto amplamente usado nas sinteses
quimicas e componente natural dos combustiveis para automdveis. Entretanto, o benzeno tem
causado efeitos toxicos graves nos seres humanos expostos a concentragdes altas. Depois da
exposicao aguda a uma grande quantidade de benzeno, por ingestdo ou inalagdo dos vapores
concentrados, o efeito téxico principal ocorre no SNC (White e Proctor, 1997; Feldman et al.,
1999; Cairney et al., 2002). Os sintomas causados pela exposicdo branda sdo tonturas,
fraqueza, euforia, cefaléia, nduseas, vOmitos, sensa¢do de constricdo tordcica e marcha
cambaleante. Se a exposi¢do for mais grave, os sintomas progridem para visdo embacada,
tremores, respiracdo superficial e rdpida, irregularidades ventriculares, paralisia e

inconsciéncia (Klaassen, 2003; Kumar et al., 2005).

Em geral, a exposicdo prolongada ao benzeno se deve a inalacdo do vapor ou ao contato com

a pele. Os sinais e sintomas da exposicdo prolongada ao benzeno incluem efeitos no SNC e no
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trato gastrintestinal (cefaléia, perda do apetite, sonoléncia, nervosismo e palidez), mas a
manifestacdo toxica principal é a anemia aplédsica. As células da medula Ossea que se
encontram nas fases iniciais do desenvolvimento sdo as mais sensiveis ao benzeno (Andrews
e Snyder, 1991) e a parada da maturacdo acarreta deplecdao gradativa das células circulantes.
Uma preocupagdo importante € a relacido entre exposicdo prolongada ao benzeno e leucemia
(Rinsky et al., 1987; Mehlman, 1991). Os estudos epidemioldgicos foram realizados com
trabalhadores da indudstria de pneumdticos e fébricas de sapatos, nas quais o benzeno ¢é
amplamente usado. Entre os trabalhadores que morreram devido a exposi¢do ao benzeno, os
6bitos foram causados por leucemia ou anemia apldsica, em percentagens praticamente iguais.
O benzeno ¢ classificado pela EPA e IARC como carcinégeno humano. Esse composto é
metabolizado a uma série de produtos fendlicos com anéis fechados e seus conjugados
(Snyder et al., 1993). A anemia apldsica e a leucemia provavelmente ndo se devem a um
desses metabdlitos, mas envolvem a acdo conjunta de vérios metabdlitos (Snyder et al., 1993).
No processo de producdo desses metabodlitos, sdo formados intermedidrios reativos que se
ligam covalentemente com vdrias proteinas e DNA e podem ser responsdveis pelos efeitos

téxicos do benzeno na medula 6ssea (Kalf et al., 1987).

O tolueno é muito usado como solvente de tintas, vernizes, colas, esmaltes e produtos e como
intermedidrio quimico das sinteses de outros compostos organicos. O tolueno é depressor do
SNC e concentracdes baixas causam fadiga, fraqueza e confusdo, podendo levar a arritmias
ventriculares, inibicao do reflexo vagal, depressdo respiratdria e anoxia. A intoxicag@o crOnica
também envolve o rim e o figado (Raikhlin-Eisenkraft et al., 2001). E pelos efeitos dos
solventes como o tolueno no SNC que os "cheiradores de cola" inalam seus vapores. Ao
contrdrio do benzeno, o tolueno ndo causa anemia apldsica ou leucemia. Contudo, os
solventes da cola costumam ser misturados e os "cheiradores" geralmente sdo expostos a

outros solventes além do tolueno (Klaassen, 2003).

A presente pesquisa, como ja enfatizado, buscou analisar e verificar o que ocorre com uma
populagcdo que habite ao redor de um processo de biorremediagcdo de gasolina. A literatura é
vasta no que se refere a trabalhadores de fébricas de tintas, graficas e postos de combustivel
em relacdo a concentracdo e metabolizacdo de compostos BTEX, PAHs, PCBs, PCPs, suas
rotas bioquimicas e acidentes com estes produtos envolvendo seres vivos (Wong e Raabe,

1997; Powley e Carlson, 1999; Jo e Song, 2001; Senzolo et al., 2001; Takamiya et al., 2003),
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além de alteracdes neuroldgicas (White e Proctor, 1997; Feldman et al., 1999; Cairney et al.,
2002). Entretanto, poucos trabalhos avaliaram histologia, hematologia, fun¢des hepdticas e
outras atividades enzimadticas (Caldwell, 1997; Gagnon e Holdway, 1999; Pacheco e Santos,
2001; Khan et al., 2001), genéticas (Andreoli et al., 1997; Pitarque et al., 1999; Ansari-Lari et
al., 2003; Celik e Akbas, 2005) e reprodutivas (McKee et al., 2000; Roberts et al., 2001),
enddcrinas (Pacheco e Santos, 2001) ou o sistema urindrio e cardio-respiratério (Khan et al.,
2001; Long et al., 2003) como um todo. Nenhum trabalho avaliou de forma clara todo este
conjunto em um modelo dnico, e nunca foi avaliado o que ocorre com uma populacdo ao

redor de um processo de biorremediacao.

2.2.2 Exposi¢cdo Ambiental e Alteracoes Fisiolégicas e Bioquimicas Causadas

pelos Hidrocarbonetos Presentes na Gasolina

Massad et al. (1985) realizaram uma investigagdo comparativa da exposi¢do inalatéria a
exaustdo de motores a gasolina e etanol. Ratos Wistar foram introduzidos em camaras de
inalacdo e expostos a vdrias concentracdes de monoxido de carbono, gasolina e etanol no ar.
Os ensaios mostraram que a concentracdo letal para 50% da amostra em 3h era maior para a
gasolina do que para o etanol. Os autores observaram que a gasolina contém outras

substancias nocivas além do CO, sendo as responsdveis pela maior toxicidade.

Mehlman (1991) realizou um estudo epidemioldgico com seres humanos e demonstrou um
importante aumento de cancer em diversos 6rgdos como resultado a exposi¢cdo de gasolina e
seus componentes. Na andlise dos componentes constituintes da gasolina, o autor estabeleceu
relacdes inequivocas entre o benzeno e o 1,3-butadieno e o surgimento de cancer. Corseuil e
Alvarez (1996) relatam que todos os compostos BTEX sdo poderosos depressores do sistema
nervoso central (SNC), sendo que o benzeno, ainda, pode causar leucemia nos seres humanos.
Caldwell (1997) discute que o benzeno € considerado téxico para os mamiferos, mas somente

em altas dosagens (100mg/L) e por longos periodos de exposi¢ao.

Laitinen et al. (1994) avaliaram a exposi¢do de mecénicos a vapores de gasolina durante
ajustes de sistemas de injecdo, carburadores e outros reparos no seu ambiente de trabalho. Os

autores observaram que o contato direto na pele com a gasolina ocorre seguidamente e €
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significante, uma vez que a maioria destes trabalhadores ndo utiliza luvas protetoras, sendo
que hd penetracdo da gasolina pela pele — rota principal da exposi¢do (cerca de 80%). Periago
e Prado realizaram um estudo semelhante com atendentes de postos de combustivel,
observando uma relacdo significativa entre o volume de gasolina vendido e a concentracdo de

BTX no ambiente, vista através de dosimetros 3M-3500 colocados nos frentistas.

Hakkola e Saarinen (1996) mediram a exposi¢dao de motoristas de caminhao tanque a gasolina
e alguns de seus compostos durante o seu dia de trabalho, principalmente no carregamento e o
descarregamento do caminhdo, fato que ocorria em torno de quatro vezes ao dia. A
concentracdo de benzeno encontrada foi de 1,1 a 18 mg/m3, e a exposicdo durante os

percursos foi considerada insignificante.

Wang e Raabe (1997) avaliaram os riscos de desenvolver um mieloma miiltiplo a exposi¢ao
de benzeno em uma meta-andlise com 250.000 trabalhadores envolvidos com petréleo. O
mieloma multiplo, ou mielomatose, ¢ uma proliferacdo maligna de células da medula dssea. A
andlise indicou que os trabalhadores do petréleo ndo estdo em risco aumentado para o
mieloma multiplo em resultado de sua exposi¢cdo aos produtos do petréleo em seu ambiente

de trabalho.

Caldwell (1997) avaliou as alteracdes das enzimas séricas aspartato aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT), gama glutamil-transferase (YGT) e a histologia do figado,
baco, guelras e rins de algumas espécies de peixes submetidos a um derrame de uma mistura
de hidrocarbonetos aromaticos. O acidente envolveu um vagdo de trem contendo 114.000L da
mistura, vazada sobre o Rio Nemadji, Wisconsin, EUA. Caldwell (1997) mostrou através da
andlise histologica que o tecido das guelras dos peixes coletados na drea contaminada
apresentaram hiperplasia basal, fusdo do epitélio lamelar, producdo excessiva de muco e
edema lamelar. Os outros 6rgdos ndo apresentaram alteragdes quando comparados aos
controles. Das trés enzimas avaliadas, a AST foi significativamente aumentada no 1. melas e
no C. commersoni (P<0,001). O autor discute que apesar de ndo significante, hd uma
tendéncia de elevacdo da AST nos demais peixes e da ALT em quase todas as espécies. A
YGT ndo foi detectada em nehuma das espécies coletadas. Esta avaliacdo, entretanto, deve ser
vista com extrema cautela, uma vez que parametros bioldgicos sao bastante varidveis e, além
disso, uma amostragem muito insignificante foi feita em alguns grupos, em especial nestes

onde foram observadas as diferengas (N = 4 ou até mesmo 2!). Caldwell (1997) relata que
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Gingerich e Dalich (1978) demonstraram que uma dose de 1,0mL/kg de monoclorobenzeno
elevou a ALT de 27 para 56 U/L em trutas Oncorhnychus mykiss num periodo de 72h,
retornando ao normal 24h apos a retirada do contaminante. Caldwell (1997) sugere que as

aminotransferases podem ser um bom indicador de exposi¢ao a contaminantes em peixes.

Powley e Carlson (1999) relatam que a toxicidade do benzeno estd relacionada ao seu
metabolismo. Os metabdlitos envolvidos sdo o fenol, hidroquinona, catecol e provavelmente o
6xido de benzeno. Inicialmente ocorre a formacdo do 6xido de benzeno, com meia-vida de 8
minutos no sangue de ratos, sugerindo que saia do figado para a medula 6ssea. Uma vez que
este 6xido é um composto eletrofilico estdvel, pode contribuir diretamente para a toxicidade
do benzeno. Um outro mecanismo de toxicidade proposto é que a hidroquinona seria
metabolizada na medula 6ssea a p-benzoquinona, que seria a responsdvel pelos efeitos
leucemogénicos. Experimentos in vivo, entretanto, mostraram que o fenol ou a hidroquinona
sozinhos ndo causam lesdes significativas a medula éssea em ratos, apenas quando em

conjunto (Powley e Carlson, 1999).

Gagnon e Holdway (1999) analisaram os efeitos metabdlicos de uma exposi¢do de um tipo de
salmdo, o Salmo salar, a aguas contaminadas por Oleo crd disperso e por sua fracdo
acomodada em dgua (WAF). Foram avaliadas as enzimas aerdbicas citrato sintase e citocromo
C oxidase, e a lactato desidrogenase pela fracdo anaerdbica em guelra durante uma exposicao
por quatro dias, seguidas por 8 dias de depuracdo em dguas limpas. Relativamente ao inicio do
tratamento, a atividade da LDH foi significativamente inibida pela exposi¢do ao 6leo disperso
e a WAF. Ao final do tratamento, a atividade da lactato desidrogenase permaneceu diminuida,
comparada ao inicio do tratamento, mostrando que a atividade desta enzima pode ser sensivel,

a longo prazo, como marcador de exposi¢cdo a d4guas contaminadas.

Khan et al. (2001) avaliaram os efeitos de multiplas exposi¢cdes, em pequenas dosagens, de
ratos submetidos a um 6leo crd (0,25 a 1,25mL/kg) e um diesel comercial (mL/kg). A
exposicao dos ratos a esta dosagem nao causou sintomas de intoxicacdo. Andlises de sangue
para indicadores hematoldgicos e clinicos ndo mostraram qualquer modificagcdo significativa
em relacdo ao controle. Os parametros laboratoriais avaliados no sangue foram a
hemoglobina, glicose, uréia, proteinas totais séricas, albumina sérica, AST, ALT, fosfatase
alcalina, LDH. Entre os ensaios complementares, o achado principal da pesquisa foi um

aumento da atividade hepdtica da etoxiresorufina-O-dietilase (EROD), uma enzima associada
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ao citocromo P-450 [CYP] 1A1/A2 nos ratos tratados com 6leo cru e 6leo diesel, sugerindo
neo-sinteses de algumas isoformas (Khan et al., 2001). Conforme Nelson e Cox (2002), os
citocromos sdo proteinas transportadoras de elétrons localizadas na membrana plasmatica,

essenciais na formacdo do ATP a partir do ADP.

Ahmed (2001) faz uma revisdo sobre a toxicidade e os efeitos a saide causados pela
exposicao a gasolina com MTBE e relata que composto € o aditivo mais utilizado na gasolina,
compondo até 15% do volume. O MTBE ¢é carcindgeno, apesar de seu potencial permanecer
incerto. Estudos sugerem que o efeito carcinégeno se deva a dois de seus principais
metabolitos, o formaldeido e o tributanol (Ahmed, 2001; Dekant et al., 2001). O
Environmental Protection Agency (EPA) propds sua eliminacdo como aditivo a gasolina nos
EUA. Hong et al. (1997) discutem que a inalagdo do MTBE constitui a maior rota para a
exposicao ambiental ao produto. Estudos em ratos e em humanos mostraram que o MTBE

inalado € eliminado pelos principalmente pelos pulmdes e pelos rins na urina.

Senzolo et al. (2001) analisam a exposicao ocupacional de trabalhadores de uma refinaria no
norte da Itdlia a exposicdo de gasolina. Foram avaliadas as concentra¢des do ar de benzeno,
tolueno, n-pentano e n-hexano durante as 8h do turno de trabalho e benzeno e tolueno na urina
dos trabalhadores. O hédbito de fumar foi considerado como fator de confusao na avaliacao do
benzeno, uma vez que a substancia estd presente no cigarro. Foi observada uma significante
correlacdo entre o benzeno ambiental e hemdtico e urindrio, sendo mais significativo o
primeiro. O benzeno continua por mais tempo no organismo, acumulando-se principalmente
no tecido gorduroso, nervoso e medula dssea (Candura et al., 1995). Nenhum composto

analisado atingiu os limites mdximos estabelecidos pelos organismos de controle industrial.

Jo e Song (2001) avaliaram grupos de pessoas que trabalham préximos a fontes emissoras de
compostos organicos volateis (VOCs), exaustdo de motores, emissdes de vapor de gasolina,
entre outros, durante seu hordrio de trabalho. Os autores constataram que para todos os
trabalhadores analisados, as concentracoes de VOCs na respiragdo pods-trabalho eram
significativamente maiores que na condi¢do pré, dependendo somente do composto e da
profissdo de cada grupo. O fator tabagismo foi considerado no estudo, de forma idéntica a
Senzolo et al. (2001), sendo observado como a causa primdria de exposi¢do ao benzeno para
todos os trabalhadores avaliados na pesquisa. Da mesma forma, Fruin et al. (2001) avaliaram

a exposicdo ambiental ao benzeno em uma base aérea nos EUA no periodo de 1989 a 1997.
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Observaram que as concentragdes de benzeno no ar diminuiram no periodo. Atribuem o fato a
diminui¢do do contetido de benzeno na gasolina e outras fontes menores de emissdo, assim

como a reducdo a exposicao ao tabaco.

Pacheco e Santos (2001) avaliaram a biotransformacdo e as repostas enddcrina e genéticas da
Anguilla anguilla L. a d4guas contaminadas por hidrocarbonetos. Os animais foram expostos as
fragdes soliveis em dgua (WSF) de diesel e gasolina, simulando ambientes de portos em
laboratdrio e avaliando suas condi¢des reais in situ. Foram estudadas as atividades do EROD e
da ALT do figado, cortisol, glicose e lactato do plasma, cortisol inter-renal e o aparecimento
de anomalias nucleares eritrocitdrias. Ambas as exposi¢des ao diesel e gasolina induziram um
aumento da atividade da etoxiresorufina-O-dietilase (EROD) no figado, assim como o
aparecimento de anomalias nucleares eritrocitirias (ENA) aos seis dias de exposicdo,
revelando as propriedades téxicas dos hidrocarbonetos. Os peixes expostos as fragdes de
gasolina mostraram um aumento da atividade da ALT a curto prazo e lesdo no figado a longo
prazo, vistas pela diminui¢do da atividade da ALT. Nos ensaios de campo, com peixes
sobrevivendo em gaiolas na regido do porto de Aveiro, Portugal, ndo foram vistas quaiquer
alteracOes significativas, mostrando a influéncia de outros fatores ambientais, tais como o

regime de marés e a toxicidade e distribui¢do dos poluentes aqudticos.

Pacheco e Santos (2001) relatam estudos de biotransformacdo em peixes que revelaram que a
exposicdo aos PAHs induz as atividades enzimdticas dependentes do citocromo P-450 como a
EROD. O naftaleno, o mais simples dos PAHs, e seus substitutos metil derivados estdo
representados nas parcelas de 0,4% nos 6leos diesel (podendo chegar a 10% em alguns tipos)
e 1% na gasolina. Os autores concluem que os estudos com a A. anguilla L. mostraram que o
cortisol sangiiineo pode ser um importante marcador biolégico do estresse toxico nos peixes,
inclusive para periodos curtos de exposi¢cdo. E o EROD e o ENA se mostraram importantes

marcadores nas contaminagdes de diesel e gasolina.

Takamiya et al. (2003) relatam um caso de intoxicacdo de gasolina aguda durante uma
lavegem de um tanque, no qual a vitima sobreviveu por apenas 26h apds o incidente. Antes da
retirada do homem de 50 anos do tanque, contendo 4480 ppm de vapor de gasolina, foi
necessdria uma intensa ventilacao por 30 minutos. Ao ingressar no hospital foram realizados
exames de laboratério que indicaram disfuncdo renal. Na autépsia foram observadas lesdes

bolhosas na face, térax e membros superiores, o coracdo continha sangue hemolizado, os
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pulmdes apresentavam superficies vermelhas escuras com extravasamento pleural, com
parénquima congesto e edematoso. Os rins estavam com a medula congesta e com o cortex
anémico, parte dos 6rgaos abdominais e cérebro com autdlise. Havia forte odor de gasolina no

trato alimentar.

Conforme Takamiya et al. (2003), a andlise microscépica mostrou degeneracdo das fibras de
coldgeno abaixo das lesdes bolhosas. Além da congestdo e edema pulmonar, havia
extravasamento de sangue e infiltracio de neutrdfilos nos alvéolos. Os rins apresentavam
necrose, desaparecimento de nucleos celulares do epitélio tubular proximal, fluido
eosinofilico nos espacos capsulares dos glomérulos e tibulos, com medula congesta. O bago
apresentava hemolise. Wang e Irons (1961) ja haviam mostrado que a exposi¢do a 5000 —

16000 ppm de gasolina por 5 minutos causa a morte.

Long et al. (2003) investigaram os efeitos da exposi¢do de hidrocarbonetos (6leo cri) em
Mytilus edulis planulatus via diluicio (WAF) em coluna d’dgua e sedimentos contaminados
através de alteragdes em enzimas respiratorias. Foram medidas as atividades do citrato sintase
(CS) e lactato desidrogenase (LDH) nos guelra. As enzimas CS e LDH estdo envolvidas na
respiragdo celular e producdo de adenosina trifosfato (ATP) a partir da glicose. O LDH ¢é
responsdvel pela regeneracdo de NAD+ (necessdria no metabolismo da glicose e na
subseqiiente producdo de ATP) a partir de NADH para continuagdo da glicdlise. A atividade
do LDH € uma medida da capacidade anaerdbica da célula (Gagnon e Holdway, 1999). Em
condi¢des aerdbicas, o ciclo do 4cido citrico comega quando o piruvato, produto final da
glicdlise, passa para dentro da membrana mitocondrial e é convertido a acetil-coenzima A
(Acetil coA). A CS cataliza a reagdo entre o Acetil coA e o oxalacetato para produzir CO,,
NADH e citrato e conseqiientemente ATP. A atividade do CS é uma medida da capacidade

aerdbica da célula (Gagnon e Holdway, 1999).

Long et al. (2003) mostraram que o tratamento WAF ndo apresentou diferencgas significativas
para o controle com relacdo a LDH ou CS, apesar de mostrar algumas tendéncias de reducao
com o tempo e concentracdes. No caso da exposicdo a sedimentos contaminados, a LDH
aumentou sua atividade nos grupos contaminados entre os meses 2 e 4, apds o inicio dos
experimentos, principalmente nos grupos expostos a maiores niveis de contaminacdo,
diminuindo aos 6 meses. A CS novamente ndo apresentou alteracdes. Os resultados mostram

uma mudanga do estado aerébico para anaerdbico apds 2 meses de exposi¢do. A avaliagdo dos
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tecidos mostrou que hd uma acumulacdo de PAHs até além de 2 meses, diminuindo aos 6
meses. Da mesma forma que o trabalho de Caldwell (1997) h4 poucos individuos nos ensaios
para uma avaliacdo mais precisa dos resultados, com desvios muito altos. Long et al. (2003),
inclusive, ndo mostram desvio padrdo, mas, sim, erro padrdo, diluindo o desvio pela raiz do
ndmero de individuos. Concluem, apds vdrias consideragdes, que as enzimas respiratdrias nao

sdo marcadores efetivos de exposi¢cdo aos hidrocarbonetos no Mytilus edulis planulatus.

2.2.3 Alteracdes Elétricas Celulares

Bonincontro et al. (1997) estudaram trafego de fons intramembrana em apoptose por meio de
cultura de células. O estudo das modifica¢des da estrutura e da fun¢do da membrana foi feito
por meio de medidas de condutividade elétrica da suspensdo das células, como uma fun¢do da
freqiiéncia do campo elétrico aplicado as amostras. A comparagdo entre as células normais e
as apoptéticas mostrou que a morte celular programada causa uma diminuicio da

condutividade da membrana, indicando uma diminuicdo do trafego de fons intramembrana.

Em estudos médicos, Thielecke et al. (2001) utilizaram medidas de impedancia como meio
de selecdo bioeletronica para terapias anti-cancer. Os autores mostram que as alteracdes na
morfologia da agregacdo celular, como apoptose ou necrose, podem ser detectadas por
monitoramento do comportamento elétrico das membranas e espacos extracelulares com alta

resolucgdo e reprodutibilidade.

Bonincontro e Risuleo (2003) analisaram espectroscopia dielétrica na investigacdo de
propriedades conformacionais de proteinas. Neste estudo foram avaliadas a lisozima, o
citocromo C e a metamioglobina. Os autores mostram que a espectroscopia dielétrica em

radiofreqiiéncias é uma ferramenta poderosa no estudo das propriedades das proteinas.

Sola et al. (2003) utilizaram tecnologias de microeletrodos para monitorar isquemia-
reperfusdo em rins de ratos e as mudangas induzidas por manejos terapéuticos. Os autores
observaram que a isquemia induz a um rapido aumento do potdssio extracelular, assim como
o modulo de impedancia, seguido por uma fase lenta de crescimento, enquanto o pH cai

rapidamente.
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2.2.4 Consideracoes Finais em Toxicidade e Lesao Celular

Diversos autores mostram relacdes de causa e efeito entre exposicdo e concentracdes de
téxicos nos organismos, € ainda mostram relacdes com cancer em longo prazo, principalmente
leucemia. Outros autores relacionam a exposicdo aos hidrocarbonetos a alteracdes de AST,
ALT, yGT, LDH e EROD. Muitos destes trabalhos apresentam problemas metodolégicos,
com ndmero de individuos pesquisados insuficientes ou ainda controles nao especificos, como
grupos compostos por 2 a 4 individuos, ou ainda comparar trabalhadores expostos a
contaminantes ambientais a escolares, sem considerar o fator idade, ou ainda que os proprios
escolares podem fumar. Entretanto, muitos destes trabalhos apresentam relagdes inequivocas
entre exposi¢do e efeitos/concentragdes de contaminantes. Nesta pesquisa foram incluidos
alguns destes parametros avaliados na literatura e diversos outros, tentando-se identificar

parametros e padrdes de toxicidade e lesdo celular.



CAPITULO 3 - METODOLOGIA DA PESQUISA

3 INTRODUCAO

Os experimentos de biorremediacdo foram desenvolvidos em laboratorio utilizando-se
amostras de solo contaminado com hidrocarbonetos e dispostos em recipientes herméticos.
Alguns aditivos foram condicionados ao solo contaminado de forma a estimular a
decomposicdo dos hidrocarbonetos (fertilizante mineral e um lodo de agroindustria). Foram

testadas diferentes combinagdes do solo contaminado com os aditivos.

No caso dos ensaios de toxicidade e lesdo em modelo animal, foi considerado somente o solo
contaminado pelos 50.000L/ha, sem qualquer bioestimulante, uma vez que se buscou avaliar a

exposicdo dos animais frente a esta concentracao de gasolina no solo.

3.1 SOLO UTILIZADO

O solo utilizado na pesquisa foi um horizonte C, substrato de arenito, pertencente a
denominada Formacdo Botucatu. Apresenta-se como uma areia fina siltosa, mal graduada,
fracamente plastica. A localizacdo da formacdo Botucatu no Estado do Rio Grande do Sul
pode ser vista na Figura 3.1. A jazida de onde foram coletadas as amostras pertence a um
talude situado as margens da rodovia estadual RS-240, na localidade de Vila Scharlau,
Municipio de Sdo Leopoldo, RS (Figura 3.2). O material ja foi exaustivamente estudado por
Nufiez (1991), Prietto (1996), Spinelli (1999) e Spinelli et al. (2005). As propriedades fisicas
do solo estdo apresentadas na Tabela 3.1 e sdo uma média dos valores encontrados por Nufiez
(1991) e Prietto (1996). Os parametros da curva granulométrica, diametro efetivo (Dio) e
coeficiente de uniformidade (C,), seguem as definicdes apresentadas por Lambe & Whitman
(1979). A mesma tabela também mostra uma analise quimica complemetar do solo (Spinelli
et al., 2004), visando parametros relacionados a microbiologia de solos, tais como macro e

micronutrientes, etc.
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Figura 3.1: Formacéo Botucatu no Estado do Rio Grande do Sul (Nufiez, 1991)

3.2L0DO

O residuo utilizado como “bioaugmentacdo” foi um lodo proveniente de uma estacdo de
tratamento de efluentes liquidos de uma industria alimenticia do Municipio de Viamao, RS.
Ao longo da pesquisa foram feitas duas coletas deste material, ambas no més de margo, em
anos diferentes, com suas caracteristicas apresentadas na Tabela 3.2. E interessante observar
que as duas amostras de lodo tém propriedades distintas, uma vez que se utilizou uma parcela
para 0s ensaios piloto e posteriormente se buscou uma maior quantidade para o conjunto da
pesquisa e armazenamento para o0 caso de serem necessarias repeticdes dos ensaios. O pro-
cesso de tratamento na empresa envolve a incorporacdo dos rejeitos solidos a agua e sulfato
de aluminio. O lodo precipita e a agua é tratada e liberada ao meio ambiente. Nos ensaios,
além dos nutrientes adicionados ao solo, existe umidade Otima de tratamento, devendo-se

entdo considerar a agua contida no lodo.
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Figura 3.2: Localizacao da jazida (Spinelli, 1999)

3.3 FERTILIZANTE MINERAL

Neste trabalho buscou-se uma comparacgéo entre um lodo industrial (“bioaugmentacdo”) e um
fertilizante mineral (bioestimulador) como promotores do processo de biorremediacdo. O
fertilizante mineral utilizado foi uma solucdo (NPK) contendo NH4NO;3 (0,55g/50mL de agua
destilada) e KH,PO, (1,759/50mL de agua destilada), utilizada como 2,5 mL/kg solo seco.
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Tabela 3.1: Propriedades fisicas e quimicas do solo.

Propriedades Valores Propriedades Valores
Limite de Liquidez (LL) 21,5 % P-mg.L? 1,7
Limite de Plasticidade (LP) 19,0 % K -mg.L? 14
indice de Plasticidade (IP) 5,5 % Al - cmol L™t 0,5
Limite de Contracdo (LC) 16,0 % Caroc, - cmolcL™ 0,7
Densidade (ys) 26,9 kN/m? Mgroc, - cmolcL™ 0,7
Diametro Efetivo (D1o) 0,003 mm Al+H-cmolL* 23
Coeficiente de Uniformidade (C,) 37 CTC - cmol.L™ 3,8
% Areia Média (0,42 <@ <2 mm) 3,3% S—mg.L? 6,9
% Areia Fina (0,074 < g < 0,42 mm) 48,2 % Zn-mg.L* 1,1
% Silte (0,005 < g < 0,074 mm) 32,5 % Cu-mg.L? 0,4
% Argila (2 < 0,005 mm) 16,0 % B-mg.L* 0,7
pH (H,0) 4,5 Mn - mg.L™ 43
Matéria Organica - % 1,2 Relacdo Ca/Mg 1,0
% SAT of CTC - Basico 38 Relacdo Ca/K 20
% SAT of CTC - Al 13,2 Relacdo Mg/K 20
3.4 GASOLINA

Inicialmente, durante a realizagdo dos ensaios preliminares, foi selecionada aleatoriamente
uma gasolina de um posto de combustiveis (Petrobras) da regido metropolitana de Porto
Alegre, RS, com composicdo bésica apresentada na Tabela 3.3. Posteriormente, foi obtida,
para a continuidade da pesquisa, gasolinas sem alcool com origem direta da Refinaria Alberto
Pasqualini/Petrobras, cujas composi¢cdes quimicas foram fornecidas pela propria empresa,

conforme apresentado na Tabela 3.4.
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Tabela 3.2: Caracteristicas do lodo.

Determinag0es Valores (1%) e (2% amostras
Umidade (amostras secas a 75°C) — % 92 96
pH (amostra “in natura™) 5,0 5,0
Carbono organico — % 56 46
Nitrogénio (TKN) — % 3,3 3,5
Fosforo total — % 0,21 3,0
Potassio total — % 0,10 0,18
Calcio total — % 0,13 0,94
Magnésio total — % 0,18 0,25
Enxofre total — % 0,25 0,85
Cobre total — mg/kg 96 66
Zinco total — mg/kg 324 201
Ferro total — % 0,28 0,45
Manganés total — mg/kg 34 62
Saédio total — % 0,11 0,83
Boro total — mg/kg 4.4 54
Chumbo Total — mg/kg 55 29
Niquel Total — mg/kg 27 <5
Cadmio Total — mg/kg <2 <2
Cromo Total — mg/kg 72 38
Mercurio — mg/kg 0,50 0,74

Tabela 3.3: Composi¢do quimica da gasolina do posto de combustivel (com alcool)

Componentes analisados (% Massa)
Benzeno 0,73
Tolueno 2,79
Cg Aromatico 3,83

Cq+ Aromatico 9,25
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Tabela 3.4: Composicdo quimica da gasolina da REFAP fornecida pela empresa.

Grupo de Hidrocarbonetos (% Massa)

Identificacdo Até Cs Cs C; Cs Coy Ci+  Total
Parafina Normal 6,51 4,20 3,24 2,54 1,41 0,67 18,57
Parafina c/1 Ramif. 5,78 4,82 3,83 2,60 1,43 1,05 19,50
Parafina c¢/+1 Ramif. 0,02 0,61 0,33 0,76 0,87 0,20 2,78
Olefina Normal 2,78 1,42 0,92 0,81 0,35 0,12 6,40
Olefina c/1 Ramif. 2,67 1,83 1,78 0,00 0,00 0,00 6,28
Olefina c/+1 Ramif. 0,00 0,10 0,09 0,12 0,00 0,00 0,31
Nafténico Olefinico 0,26 0,74 0,41 0,11 0,52 0,08 2,13
Nafténico Parafinico 0,67 3,87 4,67 3,55 2,53 0,81 16,09
Aromaticos 0,00 0,74 2,89 5,46 7,27 9,57 25,94
Naf.Olef.e/ou Diolefina 0,15 0,09 0,62 0,58 0,42 0,00 1,85
Compostos ndo ident. 0,15

Total 18,83 18,41 18,77 16,53 1481 12,50

Identificacdo

(% Massa)

MTBE
Etanol
Benzeno
Tolueno
Etil-Benzeno
M-Xileno
P-Xileno

O-Xileno

0,000
0,000
0,739
2,894
1,012
2,189
0,956

1,307
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3.5 DIESEL

Inicialmente, durante a realizagdo dos ensaios preliminares, foi selecionado aleatoriamente
um oOleo diesel de um posto de combustiveis (Petrobras) da regido metropolitana de Porto
Alegre, RS. Ao término destes ensaios, observou-se que ndo haveria a disponibilidade de
cromatografias deste material por auséncia de cromatografos com colunas especificas para
diesel. Os testes piloto, entretanto, serdo apresentados posteriormente no Capitulo 4. Porém,
optou-se, para a continuidade da pesquisa, em ndo mais utilizar este combustivel, mas, sim,
concentrar os estudos com gasolina. Um cromatograma tipico de um 6leo diesel encontra-se

na Figura 3.3.

Figura 3.3: Cromatograma tipico de um éleo diesel metropolitano (Bento, 2001)

3.6 TEMPERATURA E UMIDADE

Apesar de a temperatura externa ao laboratério variar muito durante o periodo de ensaio, a
climatizacdo do laboratorio era praticamente constante, oscilando ao redor dos 20+5°C. Em
um segundo momento, os ensaios foram realizados com temperatura ambiente para fins de
comparacdo. A umidade das amostras foi de 11% (w/w), correspondendo a 80% da

capacidade de campo do solo. A umidade ao longo do periodo dos ensaios foi mantida
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constante (durante os 180 dias), e medida através da variacdo do peso do conjunto pote-solo-
contaminante. Toda a agua utilizada na pesquisa provinha de destiladores do Laboratério de
Andlises de Solo, Aguas e Plantas da Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul.

3.7 ENSAIOS DE BIORREMEDIACAO

Os experimentos de biorremediacdo foram desenvolvidos em laboratorio utilizando-se
amostras de solo (400g nos testes piloto e 500g posteriormente) contaminado artificialmente
com hidrocarbonetos (gasolina e diesel nos testes piloto, aplicados como 50.000L
contaminante/ha ou 25mL/kg de solo) dispostos em recipientes hermeticos de 2L com cinco
replicatas. Aditivos nas formas de fertilizante mineral e de lodo de agroinddstria foram
testados. Os processos de biorremediacdo foram acompanhados por diversas técnicas,

relatadas a seguir.

3.7.1 Liberacdo de CO,

A atividade microbiana pode ser observada através da evolucdo de CO, em experimentos com
solo + adi¢es de compostos organicos e/ou inorganicos (Stotzky, 1965; Tedesco et al., 1995;
Paul & Clark, 1996; Ohlinger et al., 1996). De forma geral, considera-se a equaco 1, na qual
um composto organico é oxidado pela popula¢do microbiana, liberando gés carbonico, agua e
energia, somando ou ndo materiais organicos a sua biomassa (mineralizacdo ou degradacéo
completa).

CHO + O, = CO; + H,O + biomassa + energia  [1]

Uma visao geral dos recipientes herméticos utilizados para a realizacdo dos ensaios pode ser
vista nas Figuras 3.4a e 3.4b. Na Figura 3.4a temos o detalhe de um frasco (microcosmo) e na
3.4b, o conjunto dos primeiros ensaios realizados. As cinco repeticdes utilizadas nos testes
piloto apresentaram uma baixa dispersdo de valores, sendo possivel, posteriormente, a

realizacao de ensaios com apenas trés repeticdes. Os tratamentos foram:
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a) Solo Controle (sem qualquer adigéo);

b) Solo + Lodo de Industria Alimenticia (20 t/ha);

¢) Solo + Gasolina (25 mL/kg solo);

d) Solo + Gasolina + Lodo;

e) Solo + Gasolina + Lodo + NPK;

f) Solo + Gasolina + NPK;

g) Solo + Diesel (25 mL/kg solo)(s6 utilizado nos testes piloto);

h) Solo + Diesel + Lodo (s6 utilizado nos testes piloto);

(a) (b)

Figura 3.4: Viséo geral dos experimentos: a) pote com solo + adi¢do, mostrando ainda as
laminas enterradas e o sistema de captacdo de CO,; b) Viséo do conjunto

Na execucdo dos ensaios de CO, sdo necessarias as seguintes solucdes:

a) Indicador de fenolftaleina
b) BaCl,

c) NaOH 0,40M

d) HCI 0,40M

A captura do CO, no microcosmo (frasco hermético, de forma a evitar trocas gasosas com 0
ambiente — Figura 3.4) era feita através de um pequeno recipiente de vidro contendo 20 mL
de solucdo NaOH 0,40M. A importancia do uso de frascos de vidros ao invés de plasticos
justifica-se na medida em que o plastico se dissolve quando em contato com os hidro-

carbonetos no solo. O CO, foi medido inicialmente no tempo 24h, 48h, 72h e entdo de 3 em 3
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dias até a sua estabilizagdo aos 180 dias. Para medir o CO,, retirava-se o frasco contendo
NaOH do pote hermético e adicionava-se neste 1 mL de BaCl, e mais duas gotas do indicador
de fenolftaleina, para que entdo pudesse ser titulado com HCI 0,40M. Além dos tratamentos,
eram sempre realizadas trés provas em branco — solucdo de NaOH 0,40M em potes sem solo e
sem contaminantes para se analisar isoladamente o CO, existente na atmosfera do pote —
descontados posteriormente na titulacdo dos tratamentos. A quantidade de HCI (mL) utilizada
na titulacdo para neutralizar a soda restante corresponde ao que ndo reagiu com o CO; e,

portanto, por diferenca, obtem-se 0 CO,:

C02 (mg/SOOg SOIO) = [Vbranco(HCD - Vamos[ra(HCD]*EqCOZ*O,40M(HCI)*[HCI]/[NaOH] [2]

3.7.2 Avaliacédo da Populacéo do Solo pelo Método da Lamina Enterrada (Rossi-
Cholodny)

O objetivo desta avaliagdo consiste em relacionar a ocorréncia de diferentes grupos de
microrganismos com os diferentes tratamentos. Este método permite uma anélise qualitativa
através da observacdo dos microrganismos no habitat natural, podendo-se visualizar as
interacdes e as inter-relacfes destes com as particulas de solo (Paul & Clark, 1996; Prescott et
al., 1999; Selbach & Camargo, 2001).

Para a realizacdo dos ensaios, foram enterradas duas laminas em cada uma das amostras de
solo + tratamento, deixando-se 1/3 da lamina para fora, de forma a facilitar sua remocéo para
analise. Nestas, observou-se o desenvolvimento de fungos, bactérias e actinomicetos,

conforme o esquema da Figura 3.5a.

Para que se possa avaliar corretamente 0s microrganismos presentes nas laminas, faz-se
necessario analisar pelo menos trés campos (representatividade) em uma regido intermediéria,
conforme Figura 3.5b. A visualizacdo dos fungos € feita em aumentos de 40 a 100x, e as das
bactérias e hifas de actinomicetos com aumentos de 400 a 1000x. A Tabela 3.5 apresenta

algumas caracteristicas dos campos a serem observados ao microscopio.
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Figura 3.5: Método da lamina enterrada: a) esquema geral da lamina enterrada; b) escolha das
regides representativas para as analises

Tabela 3.5: Caracteristicas do campo no microscopio

O que é observado Caracteristica Tamanho
Particulas de solo*  Argilominerais $< 2 um
Bacteérias Formas de cocos, eventualmente bacilos 0,5um<¢ <2um
Fungos Hifas individualizadas 3um<¢ <10 um
Actinomicetos Similares aos fungos, porém mais finos e

tortuosos

* Nao foram demonstrados no esquema da Figura 3.5

Quanto aos procedimentos de ensaio, deve-se seguir um padrdo: a) retirar a lamina
comprimindo esta contra um dos lados e puxando para cima, de forma a evitar atrito no lado
oposto, que sera o lado utilizado nas observagdes; b) mergulhar a lamina em agua destilada
para retirar o solo aderido (com cuidado para ndo perder todo o material); ¢) com um papel
umido, limpar o lado oposto ao que sera observado; d) fixar com calor brando; €) colorir com
rosa bengala fendlico sobre a chama ou vapor d’agua durante 15 minutos; f) retirar excesso de

corante (mergulhar em agua), deixar escorrer e secar; g) fazer as observacoes;

3.7.3 Quantificacdo de Bacteérias e Fungos

O ensaio de quantificacdo de microrganismos totais do solo foi feito pelo método da diluicdo

sucessiva em placas de Petri, utilizando-se como meio de culturas o PGY Agar para bacterias
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e 0 PCRB para fungos (Tabela 3.6) nos tempos 4, 8, 15, 30, 60, 120 e 180 dias. Os sais eram
diluidos, acrescidos aos agucares, quando entdo era colocado o &gar e levado o conjunto a
autoclave. No caso dos fungos, a estreptomicina era colocada no meio de cultura apds o

processo de autoclave, visto que o calor e a pressdo destroem o antibidtico.

Tabela 3.6: Meios de Cultura utilizados

PGY Agar PCRB
Glicose 4,009 Glicose 10,009
Peptona 2,009 Peptona 5,009
Extrato de Levedura 0,249 KH,PO, 1,009
K,HPO, 0,169 Rosa Bengala 0,039
MgSOs 0,049 MgSO4.7H,0 0,509
FeSO4 0,029 Agar 20,009
Agar 15,009 H20 1.000mL
H.O 1.000mL Streptomicina 1%
pH 7,0 (0,3mL/100mL)

Realizados os meios de cultura, estes eram dispostos nas placas de Petri, sendo todo o
procedimento realizado em ambiente estéril, dentro da cdmara de fluxo. Apos a solidificacao
do meio, as placas eram colocadas na estufa a 28°C por 24h para garantir as condi¢cfes de

assepsia. Se houvesse crescimento microbiano (contaminacao), as placas eram desprezadas.

As placas assépticas eram inoculadas com as amostras de solo. O procedimento esta descrito
em Alef e Nannipieri (1995) e Maier et al. (2000). Dez gramas de solo umido (umidade
conhecida) eram introduzidos em uma garrafa de vidro com 95mL de &gua destilada
previamente autoclavada. O conjunto era agitado por 15 minutos. Deste frasco, pipetava-se
uma aliquota de ImL para um tubo de ensaio contendo 9mL de agua destilada estéril. Apos a
homogeneizagdo do tubo, outro 1mL era passado ao tubo seguinte, e assim por diante. As
pipetas eram homogeneizadas antes de se colher o 1mL. Terminado o procedimento de

diluicdo, escolhiam-se as diluicBes a serem analisadas e pipetava-se uma aliquota de 0,3mL
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para as placas de Petri com o meio especifico. Trés repeti¢fes eram feitas de cada diluigdo. O
liquido era espalhado nas placas por meio de uma alca de Drigalski e incubado com a placa
invertida a 28°C. Apds o tempo necessario ao crescimento dos microrganismos, em torno de
2-3 dias, as placas eram removidas da estufa e as col6nias eram contadas por método direto
(Figura 3.6).

Figura 3.6: Metodologia para contagem direta de microrganismos

O ensaio de quantificagdo dos microrganismos degradadores especificos foi realizado por
meio de contagem do numero mais provavel (Braddock e Catterall, 1999). O meio de cultura
utilizado foi o meio mineral de Bushnell-Haas (Tabela 3.7), preparado em duas etapas. De
uma solucdo denominada “A”, previamente feita, eram retirados 400mL, e, entdo, 100mL da

solucao “B”, contendo cloreto de trifenil tetrazolium (TTC), eram adicionados. Apds feita a
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solugdo “A”, esta era esterilizada a 121°C por 15 minutos a pressdao de uma atmosfera. Os

500mL de solucéo final eram levados a autoclave.

Tabela 3.7: Meios de Cultura para biodegradadores especificos

Solucéo “A” Solucéao “B”
MgSO, 0,20g TTC 0,025¢
CaCl, 0,029 H.O 100mL
KH2;PO4 1,009
K,HPO, 1,009
NH,NO; 1,00g
FeCls 0,059
H,O 1.000mL
pH 7,2

Utilizou-se, neste procedimento gasolina esterilizada. O procedimento de esterilizacdo foi
realizado do seguinte modo: a) um filtro previamente esterilizado (121°C por 15 minutos com
pressdo de uma atmosfera) de porosidade de 0,22um era disposto sobre um funil de vidro
equipado com um outro filtro de pedra porosa. O conjunto era acoplado a um “Kitazato”, ao
qual se aplicava vacuo para a passagem da gasolina pelos filtros (Figura 3.7). Todo o conjunto

era previamente esterilizado em autoclave.

O ensaio de enumeracdo de microrganismos degradadores de gasolina era entdo realizado,
dispondo-se 250uL do meio de cultura “C” (400mL da solucdo “A” + 100mL da solucdo “B”)
em cada um dos pocos de placas de Elisa. A esta solucdo era adicionado 5uL de gasolina e
25ulL das correspondentes diluicbes previamente realizadas para a contagem direta de
microrganismos (10, 102, 10, 10, 10). O conjunto final era incubado por 7-15 dias para
observar a ocorréncia dos microrganismos degradadores especificos (Figura 3.8). A solucéo
final é um indicador redox, ou seja, 0 crescimento microbiano nos pogos é detectado pela

mudanca de cor do meio mineral, de incolor para réseo (reducdo do TTC).
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Figura 3.7: Sistema utilizado para filtrar a gasolina

Figura 3.8: Placas de Elisa (multi-pocos) utilizadas para quantificacdo de microrganismos
degradadores de gasolina

3.7.4 ldentificacdo de Microrganismos

Apds a contagem direta dos microrganismos em placas, estes eram selecionados por
representatividade dos solos correspondentes, e isolados para identificacdo. No caso das
bactérias, estas eram retiradas da placa de Petri por uma alc¢a de platina previamente flambada

e inoculadas em uma nova placa de Petri com meio de cultura especifico para bactérias,
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visando a busca de uma cultura purificada. Ap6s a purificagdo, as bactérias foram
reinoculadas em um tubo de ensaio e levadas ao Laboratério de Microbiologia do Hospital

S&o Lucas da PUCRS para identificacdo por meio de kits tradicionais de identificagéo.

Os fungos foram transferidos, através da passagem de uma al¢a sobre os seus conidios, para
um novo meio de cultura (Sabaraud), disposto na quantidade de uma gota sobre uma lamina,
recoberto por uma laminula. O conjunto era montado em camara de fluxo e ap6s terminado,
guardado em uma placa de Petri esterilizada. Apés 2-5 dias incubados em estufa a 28°C, eram
analisados macroscopicamente, num primeiro momento, e sob microscopia optica em seguida
(Maza et al., 1999; Minami, 2003)(Figura 3.9). No caso do Aspergillus fumigatus (Figura
3.9A), este € unisseriado, isto é, tem somente uma camada de fialides que cobre o terco da
parte superior da vesicula. As fialides sustentam as conidias, que saem por expulsao do final
da fialide. O Aspergillus versicolor e A. niger (Figuras 3.9B e C, respectivamente) sdo
bisseriados, nos quais a vesicula é coberta com uma camada de uma estrutura de hifas curtas
chamada metula (estruturas sustentando as fialides) e outra camada consistindo de fidlides. As
metulas e as fialides de A. niger formam um arranjo irradiado (Figura 3.9C), o que ndo ocorre
nas espécies de A. versicolor (Figura 3.9B). O Aspergillus flavus pode ter ambas, unisseriadas
e bisseriadas, com a metula e as fialides cobrindo a vesicula inteira. No caso do Penicillium
sp. (Figura 3.10), as hifas septadas apresentam conidiéforos ramificados e ndo-ramificados.
Estes formam metulas (hifas de estruturas curtas, abaixo das fialides) que aumentam a forma
de frasco das fialides. As conidias sdo redondas, lisas, ou rugosas e nao-ramificadas (Maza et
al., 1999; Minami, 2003).

3.7.5 Avaliacéo do pH e da Condutividade Elétrica do Solo

O procedimento utilizado para medir o pH e a condutividade elétrica do solo € resumido nas
seguintes etapas: a) pesar 10g de solo; b) adicionar 20mL de agua destilada; ¢) homogeneizar
com um bastdo; d) aguardar 20 minutos; €) ler os valores. A condutividade elétrica e o pH do
solo foram medidos com um condutivimetro Digimed DM31 e um pHmetro DM20 da mesma

marca.



74

Figura 3.9: Diagrama da estrutura morfoldgica de Aspergillus sp. (Maza et al., 1999).

Figura 3.10: Diagrama de Penicillium sp. (Maza et al., 1999).



75

3.7.6 Nitrogénio Mineral do Solo

Inicialmente, nos testes piloto, foi realizada uma quantificacdo pontual de nitrogénio mineral
nas amostras dos diversos tratamentos apds a estabilizacdo do CO, (180 dias), em que se
verificou as fracGes de NH;" e NO3s™ + NO,". Posteriormente, nos ensaios com gasolina sem
alcool da REFAP, foram realizadas as analises nos tempos 90 e 180 dias. As rea¢des quimicas

gue abrangem o processo sao (Tedesco et al., 1995):

MgO + H,0 = Mg*? + 20H [3]
NH;"+ OH = NH;3+ H,0 [4]
NO, + NOs + liga devarda = NH," [5]

em que a liga devarda (complexo redutor) contém 50% de Cu, 45% de Al e 5% de Zn. E a

destilagdo ocorre através da reagao:

HsBO; H*acido
NHs+ H,0 = NH," + H,BO5” = H3BO3 + (NH,),SOs4 [6]
H,SO,4

Os procedimentos do ensaio consistem em (Tedesco et al., 1995): a) pesar 5g de solo e
adicionar 50mL de solugéo KCI 1M, medindo-se a umidade do solo; b) agitar por 20 minutos
e deixar sedimentar por 15 minutos; c¢) retirar 20mL do sobrenadante para um frasco de
“carga lateral”; d) adicionar 0,2g de MgO; e) destilar de 30 a 35mL (obtengdo do NH,"); f)
adicionar 0,2g da liga devarda (obtencdo do NO, e NO3); g) titular com H,SO,4 0,0025M; h)
titular prova em branco para eliminar eventuais contaminantes; i) adicionar 5mL de H3;BO;

aos potes que receberdo o destilado; Deve-se observar:

a) 1mL H,SO,40,0025M
b) massa M1 de NH," = 18g
c) massa M1 de N = 14g

Entdo: 1mL * 0,0025 * 18 * 14/18 = 0,035 * 2H* = 0,07 mg = 70 ug

50mL em um frasco com 20mL =» 2,5
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(mLH “amostra — mLH +branco)* 7049 *2,5
5g.solo

Nmineral (mg/kg) = [7]

3.7.7 Cromatografia Gasosa

Todas as amostras de solo contaminado foram analizadas de forma a se detectar a presenca de
gasolina e diesel através de ensaios com cromatografia gasosa. Inicialmente, nos testes piloto,
0s contaminantes originarios de postos de combustiveis foram dosados ao final de 180 dias de
tratamento (Spinelli et al. 2005). Apds, nos testes com gasolina originaria da REFAP, buscou-
se verificar a biorremediacdo ao longo de um periodo maior de tempo, observando-se 0s
hidrocarbonetos remanescentes no solo nos tempos zero, 2, 4, 8, 15 e 30 dias. Todas as
analises de cromatografia foram gentilmente cedidas pela Copesul S/A. Foram também
realizados ensaios com solo esterilizado a fim de se verificar os efeitos da microbiota sobre os
compostos volateis. Neste caso, utilizou-se apenas solo contaminado com gasolina com e sem

NPK nos tempos zero, 12 e 26 dias.

Os ensaios foram feitos com um cromatdgrafo gasoso AutoSystem XL acoplado a um
Headspace Turbo Matrix 40 da Perkin Elmer com limite inferior de 3 mg/kg para 0s
compostos de petroleo avaliados (Figura 3.11a). Amostras de 2,000g de solo eram
introduzidas em potes de vidro cilindricos de 22mL acrescidos de 10mL de agua destilada. Os
potes eram selados e colocados no Headspace (Figura 3.11b). O método de amostragem é
pneumatico, com pressdo balanceada (sem seringas ou loop de gas). Os frascos contendo as
amostras sdo inicialmente pressurizados com gas. Durante o periodo de injecdo, o fluxo de
gas ao cromatdgrafo é substituido pelas amostras ja pressurizadas. A rapida transferéncia dos
compostos € assegurada sem que haja um reequilibrio nas valvulas ou seringas com
subsequiente perda de material. Entdo, o benzeno, tolueno, MTBE, aromaticos Cg € Co+total
podem ser analizados (Figura 3.12). A temperatura das amostras era de 80°C, temperatura
esta necessaria para volatilizar todos os componentes a serem medidos. A coluna utilizada era
feita de silicone com um filme de metil-silicone. A matriz do solo foi misturada inicialmente a
uma solucdo (MRC) contendo os contaminantes que seriam avaliados em concentracfes
conhecidas de forma a se obter um padréo para fins de comparagdo com todas as amostras de

gasolina a posteriori (Figura 3.13).
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(a) (b)

Figura 3.11: (a) Visdo geral do equipamento mostrando o headspace com amostras de solo e
(b) amostras

Figura 3.12: Sistema de injecdo dos volateis

Figura 3.13: Cromatografia do solo controle com a solugdo padrao
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3.7.8 Parametros de Contaminacgéo do Solo

Como ja foi discutido anteriormente, existem diversas dificuldades para se identificar
contaminacdes e seus parametros em campo (pH e condutividade elétrica do solo). Algumas
técnicas de investigacdo de campo tem sido utilizadas rotineiramente nas praticas nacional e
internacional, normalmente combinando o cone a medidas de eletrorresistividade, temperatura
e pH (Schnaid, 2000). Nesta pesquisa, 0 processo de biorremediagéo foi acompanhado por
medidas pH e condutividade elétrica para verificar sua aplicabilidade em eventual uso “in
situ”. Os procedimentos de ensaios sdo 0S mesmos Vistos para a medicdo do pH e a
condutividade elétrica neste Capitulo (Tedesco et al., 1995). Colocava-se o solo, a 4gua e, a
seguir, colocava-se o contaminante nas proporcdes de 1:2:0,1 (solo:dgua: contaminante) até

1:2:1 em volume, com incrementos de 0,1.

Todas amostras foram comparados a um solo controle, lembrando que estes parametros sdo
analisados para a condi¢do saturada. Para que fosse possivel analisar o efeito do solo no pH e
na condutividade elétrica para as diferentes cargas de contaminacdo, realizaram-se ensaios
similares, porém apenas com dagua destilada e o contaminante. Medidas também foram

tomadas da &gua, do diesel e da gasolina “in natura”.

3.7.9 Ensaios de Agregados

Amostras de solo dos ensaios de biorremediacdo foram coletadas nos tempos 180 e 256 dias,
secas ao ar, e passadas na peneira de 7,960 mm para homogeneizacgdo. Foram pesadas 50g de
cada amostra e colocadas sobre um conjunto de peneiras com malhas de didmetros iguais a
4,760, 2,000, 1,000, 0,500 e 0,250 mm, submergindo-as por trés segundos em agua. Apds,
colocou-se o0 conjunto de peneiras com as amostras de solo em um aparelho de oscilacdo, de
modo que o nivel de &gua ficasse 1 cm acima do fundo da peneira superior, deixando-as
imersas por dez minutos quando entdo o aparelho, de rotor excéntrico, era acionado por mais
dez minutos (Figura 3.14). O material que ficava retido nas peneiras era transferido para latas
de aluminio através de uma lavagem cuidadosa e levado a estufa a 105°C por 24 horas. A
distribuicdo percentual dos agregados em diferentes tamanhos (e suas respectivas

classificacGes) foi obtida pela razdo entre a quantidade de material retido em cada peneira e a
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quantidade total de solo da amostra, expressando-a em termos de didmetro médio ponderado
(DMP), conforme descrito por Kemper & Chepil (1965) e Volk (2001), em unidades de mm.

(a)

(b)

Figura 3.14: Equipamento utilizado para os ensaios de agregados: a) aparato completo e b)
detalhe do solo submergido

3.7.10 Ensaios de Permeabilidade e Pluviometria

Nesta etapa da pesquisa buscou-se medir a concentracdo dos compostos da gasolina em
relacdo a profundidade e sua relagdo com pluviometria em diferentes estagios de
biorremediacdo. Para isso, foi adicionado ao solo (solo amolgado, seguindo as mesmas

caracteristicas dos ensaios de biorremediacdo) a umidade necessaria para que a amostra
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chegasse aos 11% (80% de sua capacidade de campo). Entéo, o solo foi disposto em um tubo
de PVC (¢ = 50mm x 250mm de altura, conforme a Figura 3.15), com densidade média de
11,2 kN/m®. A este tubo, era encaixado através de luvas, um outro tubo de mesmo diametro e
comprimento. A outra metade era preenchida pela mesma quantidade de solo Umido e
contaminada artificialmente com gasolina (25 mL/kg solo). Amostras das profundidades zero,
250 e 500mm eram coletadas nos tempos progressivos de zero, 3, 9 e 27 dias. Cada corpo de
prova era destruido ap6s a coleta, todas feitas em triplicatas. Da mesma forma, outros ensaios
foram realizados, porém com pluviometria controlada de 25, 50 e 100mm. A simulagdo da
pluviometria foi feita através da colocacdo da dgua no espaco de 1cm deixado no topo dos
tubos. Adicionava-se cuidadosamente todo o volume calculado (25, 50 e 200mm) aos poucos,
considerando-se a permeabilidade da agua no solo. Nestes ensaios, objetivou-se também
coletar o lixiviado apds o tempo necessario para a saida do percolado do solo. Havia,
portanto, a possibilidade de se controlar a drenagem. Os ensaios foram realizados todos nos
mesmos tempos dos ensaios sem pluviometria, de forma a se comparar os resultados. Todas
as amostras coletadas foram analisadas por cromatografia gasosa. A Figura 3.15b mostra um

esquema dos ensaios, com suas condi¢des de contorno.

(a) (b)

Figura 3.15: a) viséo geral dos tubos utilizados nos ensaios de permeabilidade e pluviometria;
b) esquema dos ensaios com suas condi¢cdes de contorno
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3.7.11 Caracterizacdo do Solo em Relacdo a Metais Pesados

A presente pesquisa verificou a presenca de metais pesados no lodo e no solo no inicio do
periodo de ensaios. Novas andlises de todos os solos tratados foram feitas ao final dos ensaios
(180 dias). Os metais em estudo foram o cadmio, cromo, niquel, chumbo e mercdrio. O
cadmio, cromo, niquel e chumbo foram medidos conforme o método proposto pelo EPA

3050/EAA — chama. O mercurio foi medido pelo método de oxidacéo umida/vapor frio.

3.8 ENSAIOS DE TOXICIDADE E LESAO CELULAR

Para se analisar os efeitos da toxicidade dos quimicos da gasolina, animais da espécie Rattus
norvergicus, também conhecidos como ratos Wistar foram utilizados no estudo experimental
(Figura 3.16). Os animais provinham do biotério da Faculdade de Biociéncias da PUCRS.
Assim como em estudos realizados no campo da medicina, um minimo de 6 animais eram
submetidos aos testes. Em uma sala com pouca ventilagdo (V = 64m®, com uma abertura de
0,20 m?), 6 gaiolas metabélicas foram dispostas ao redor de um recipiente contendo 4kg de
solo contaminado com gasolina (25mL/kg)(Figura 3.17) e isoladas por papel pardo de forma
que todos os volateis passassem obrigatoriamente por cada gaiola. Buscou-se estudar os
efeitos da exposicdo aos gases volateis durante o periodo de biorremediacdo na pior condicéo,
ou seja, sem qualquer composto bioestimulante. A partir de dados obtidos nas outras etapas
desta pesquisa, observou-se que 0s compostos benzeno e tolueno ndo estavam mais presentes
no solo ja nos primeiros dias do processo e as fracGes aromaticas decaiam a metade em
aproximadamente 15 dias. Entdo buscou-se um estudo que abrangesse este conhecimento,
dispondo os animais em 3 diferentes grupos, passando por diferentes tempos de exposi¢ao ao

contaminante. Tentou-se verificar um possivel efeito cumulativo. Os grupos/tempos foram:

Tratamento: Nenhum (grupo controle)

A) Grupo A: 6 ratos, no ambiente ndo contaminado por 24h;

Tratamento: Solo + Gasolina
B) Grupo B: 18 ratos, trocados de 6 em 6 a cada 24h (3 dias de experimento);
C) Grupo C: 6 ratos, retirados do ambiente contaminado em 24h, para “trocas

gasosas” e alimentacdo, e reintroduzindo-os apos 1h (48h totais);
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Figura 3.16: Rattus norvergicus utilizados na pesquisa

Figura 3.17: Disposic¢édo dos animais ao redor do solo contaminado com gasolina (25mL/kg)

Apds a exposicdo ao contaminante pelo periodo indicado, os animais eram anestesiados com
tiopental e sacrificados através de decaptacdo. Os fatores em estudo foram o hemograma e as
plaquetas, creatinina sérica e urindria, uréia sérica e urinaria, aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), gama glutamil transferase (yGT), fosfatase alcalina,

proteinas totais do sangue e macerados e proteinuria, sodio, potassio, glicose e desidrogenase
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lactea (LDH), creatinoquinase (CPK) e fracdes (CPK-MB), troponina “I” e célcio total. A
medula 0ssea foi analisada por histologia, assim como um dos rins € um pulmao (laminas
coradas por Hematoxilina-Eosina); além disso, foram realizados ensaios de condutividade

elétrica e pH do outro rim, do pulméo, do sangue e da urina.

3.8.1 Hemograma e Plaquetas

O hemograma e a contagem de plaquetas foi realizada em um analisador eletronico Coulter
modelo STKS, que efetua a contagem e as diferenciacfes celulares integrando 3 medidas:
volume (por impedancia), condutividade (por radio-freqliéncia) e dispersdo do raio laser
(Scatter). O aparelho pode medir o sangue total em um tubo de ensaio contendo
antigoagulante (EDTA). Os controles fornecidos pela Coulter sdo atualizados mensalmente.
Apos colhido, o sangue era imediatamente introduzido no tubo de ensaio contendo EDTA e

levado ao aparelho.

Os critérios de rejeicdo da amostra sdo amostras lipémicas, coaguladas, hemolisadas e com
volume abaixo ou acima da marca. Para fins de calculos, estes sdo realizados
automaticamente pelo aparelho (especifico para eritrograma e leucograma respectivamente).
O equipamento tem como valores criticos 0 hematdcrito menor que 15%, hemoglobina igual
ou menor que 4,5 g/dL, a CHCM (concentracdo da hemoglobina corpuscular média) deve
estar entre 28 a 35%, que é o limite da saturacdo, leucograma com valores inferiores a
1500/uL e plaquetas menor que 20.000/uL. Quanto a linearidade e limites de deteccdo, no
caso do leucograma, os valores ficam alterados pela presenca de interferentes na amostra.
Contagem de leucdcitos muito elevadas devem ser diluidas. Presenca de eritroblastos

(hemacias nucleadas) devem ser descontadas do nimero de leucdcitos.
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3.8.2 Dosagem da Creatinina e Uréia Sérica e Urinaria, AST, ALT, yGT,
Fosfatase Alcalina, Proteinas Totais e Proteindria, Sodio, Potassio, Glicose,
LDH, CPK, CPK-MB, Troponina “I” e Célcio Total

O sangue, apos retirado dos animais, era centrifugado por 10 minutos a 3.000 rpm. O mesmo
procedimento foi feito com a urina. Ent&o, 1,5mL do sobrenadante eram retirados e inseridos
em um tubo de ensaio plastico, descartavel, de 5mL de volume. Os tubos contendo as
amostras eram centrifugados novamente por mais 6 minutos a 3.000 rpm quando entdo eram
acondicionados em um equipamento de analises automatizado Bayer ADVIA® 1650 (Figura
3.18) com capacidade de realizar 1650 testes/hora. Inicialmente, o equipamento pré-dilui
automaticamente todas as amostras a 1:5 (30 uL amostra + 120 pL solucdo salina), gerando
15 resultados em média (amostras variam em volume de 2 a 30 pL, sendo que o sistema
utiliza em média 2-3 pL por teste). O fotbmetro interno tem a possibilidade de medir 14
comprimentos de onda fixos (340, 410, 451, 478, 505, 545, 571, 596, 658, 694, 751, 805, 845

e 884 um). Todas as amostras sdo automaticamente corrigidas com um branco.

1. Amostrador; 2. Reagentes; 3. Probe de amostragem automatico; 4. Capacidade livre do sistema (100 canais,
sendo 62 disponiveis para aplicagdes definidas pelo usuério); 5. Sistema 6ptico; 6. ADVIA 1650 Universal Rack
Handler (dispositivo automatico de carregamento e descarregamento), Bayer (2004).

Figura 3.18: Equipamento utilizado para medir parametros no sangue, urina e proteinas dos
rins e pulmdes dos animais
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3.8.3 Histologia da Medula Ossea, dos Rins e dos Pulmdes

Ao final do periodo de ensaio destinado para cada grupo, a medula 6ssea, um dos rins e um
dos pulmdes de cada animal era retirado e acondicionado em um frasco com formalina para
fixacdo dos 6rgdos, de forma a evitar a digestdo dos tecidos por enzimas presentes no interior
das células (autolise) ou por bactérias e para preservar a estrutura e composicdo molecular

(Junqueira e Carneiro, 2004).

Para obter seccdes delgadas com o microtomo, apds terem passado pela fixacdo, 0s
fragmentos de tecidos e 6rgdos devem ser infiltrados com substéncias que lhes proporcionem
uma consisténcia rigida (Junqueira e Carneiro, 2004). Para tanto, foi utilizada a parafina. O
processo de impregnar o tecidos com parafina é chamado inclusdo ou embebicdo e foi
precedido por duas etapas: desidratacdo e clareamento. A &gua € inicialmente extraida
passando os fragmentos por diversos banhos de solucbes de concentragdes crescentes de
etanol em agua (etanol 70% a 100%). Apo0s a desidratacdo, o etanol presente nos fragmentos
foi substituido por uma substéncia intermediaria miscivel tanto em etanol como no meio da
inclusdo, ou seja, o xilol. Quando os fragmentos de tecidos sdo embebidos e satarados com o
solvente organico, eles ficam transparentes ou translucidos. A seguir eram colocados em
parafina previamente derretida em uma estufa a 60°C. O calor causa a evaporacao do solvente
e 0S espacos existentes dentro dos tecidos sdo preenchidos com parafina. O tecido embebido

em parafina se torna rigido depois de ter sido tirado da estufa (Junqueira e Carneiro, 2004).

Os blocos rigidos que continham os tecidos eram entdo levados a um micrétomo, onde eram
seccionados por uma lamina de aco de modo a fornecer cortes de 1-10 um de espessura. Apos
serem seccionados, os cortes eram colocados para flutuar sobre uma superficie de agua
aquecida, de onde eram colocados sobre laminas de vidro, onde aderem e onde eram
posteriormente corados. Conforme Junqueira e Carneiro (2004), a seletividade com que 0s
corantes coram 0s componentes dos tecidos pode ser maior ou menor. A maioria dos corantes
se comporta como compostos &cidos ou basicos, e tende a formar ligacGes eletrostaticas
(salinas) com radicais ionizados dos tecidos. Os componentes dos tecidos que se coram bem
com corantes basicos sdao chamados de basdfilos, e os que tém grande afinidade por corantes
acidos sdo chamados de acidofilos. O azul de toluidina e o azul de metileno sdo exemplos de

corantes basicos. A hematoxilina comporta-se como um corante basico, ligando-se as
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estruturas basofilas dos tecidos. Os principais componentes dos tecidos que ionizam e reagem
com corantes basicos o fazem por conter &cidos na sua composi¢cdo - acidos nucléicos,
glicosaminoglicanas e glicoproteinas acidas. Corantes acidos (por exemplo, orange G, eosina,
fucsina acida) coram principalmente os componentes acidofilos dos tecidos, como as
mitocdndrias, os granulos de secrecdo, proteinas citoplasméticas e colageno (Junqueira e
Carneiro, 2004).

No presente trabalho foi utilizada a combinagdo de hematoxilina e eosina (HE). A
hematoxilina cora em azul ou violeta o nucleo das células e outras estruturas acidas (como
porgdes do citoplasma ricas em RNA e a matriz da cartilagem hialina). A eosina, por outro
lado, cora o citoplasma e o colageno em cor-de-rosa (Junqueira e Carneiro, 2004). Pronta a

lamina, esta era analisada por microscopia éptica (Fiore, 1997; Vegue, 1999).

No caso das medulas dsseas, 0 processo iniciava pela desmineralizagdo das pecas. A solugdo
corrosiva era feita em duas partes, uma contendo 100mL de HCI a 38% e 400mL de H,O
destilada, e a outra contendo 100mL de H,NO3; a 65% e 400mL de H,O destilada,
posteriormente unidas em uma unica solucdo de 1000mL. As pecas de medulas eram
introduzidas nesta solugéo por 1h para que ocorresse o processo de desmineralizacdo, quando

entdo seguiam a rotina anteriormente descrita (impregnacéo, seccao e coloracéo).

3.8.4 Condutividade Elétrica e pH

Neste trabalho, tentou-se verificar a aplicacdo de medidas de pH e condutividade elétrica a
fim de identificar células patoldgicas de rins, pulmédo e sangue, além da urina de animais
submetidos a uma atmosfera toxica de um solo contaminado artificialmente com gasolina, na
concentracdo de 25mL/kg de solo, por um periodo minimo de 24h. Tentou-se correlacionar
estes valores a estados fisioldgicos dos animais. A metodologia utilizada na medicdo da
condutividade elétrica celular ndo é padronizada para uso em tecidos, sendo este passo inicial
dado na presente pesquisa. Serdo necessarios novos trabalhos futuros, identificando alteracbes

deste parametro com relagdo ao tempo, temperatura, etc.
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3.8.4.1 Condutividade Elétrica e pH Renal e Pulmonar

Enquanto um rim e um pulm&o do animal eram enviados a patologia, 0 outro era pesado e
macerado (Figura 3.19.) com igual peso em agua e, entdo, adicionado em 20mL de agua
destilada-deionizada (volume minimo necessario para que fosse possivel a leitura pelo
equipamento) e homogeneizado com um bastdo de vidro. O conjunto era selado com
Parafilm© e deixado em um laboratorio com umidade do ar e temperatura controlada (20°C)
aclimatando-se por 6h. A condutividade elétrica e o pH do conjunto foram medidos com um
condutivimetro Digimed DM31 e um pHmetro DM20 da mesma marca no sobrenadante. Uma
visdo geral dos equipamentos utilizados nos ensaios de condutividade elétrica e pH pode ser

vista na Figura 3.20.

Figura 3.19: Visdo geral da maceracdo dos 6rgdos dos animais

Figura 3.20: Ensaios de condutividade elétrica e pH
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3.8.4.2 Condutividade Elétrica e pH do Sangue e da Urina

Ap0s a coleta do sangue e da urina, estes eram acondicionados (5mL) em um tubo de ensaio,
vedado com Parafilm®©, e levados a uma centrifuga Eppendorff por 10 minutos a uma rotagdo
de 3.000 rpm. O sobrenadante da urina (1mL) e do sangue (100uL ou 0,1mL) eram retirados e
dispostos em um copo de Becker, onde se adicionava 19mL e 19,9mL de agua destilada e
deionizada, a urina e ao sangue, respectivamente. Os 20mL eram selados pelo Parafilm®©,
aclimatados a 20°C por 6h e medidas a sua condutividade elétrica e pH pelos mesmos

equipamentos descritos no item anterior.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados foi feita através do programa SPSS para Windows v.11. Foi
realizada inicialmente uma analise descritiva e um Teste de Homogeneidade de Variancia de
Levene. Quando os dados eram considerados homogéneos, era realizado o Teste de ANOVA,
seguido do Teste de Post Hoc de Tukey ou Bonferroni. O Teste de ANOVA compara a
hipotese nula Ho:zn =g = ... = u, em que k € o nimero de grupos experimentais ou
amostras, fazendo uma analise de variancias (Zar, 1999). Conforme o autor, problemas de
comparacdo maltipla tém recebido atencdo na literatura estatistica e ndo ha um acordo de qual
o0 melhor teste para ser rotineiramente empregado. O teste de Tukey, o mais amplamente
aceito e comumente utilizado, era aplicado aos ensaios de solo e o de Bonferroni, mais
comumente utilizado na area médica, aos dos ratos. Os testes consideram a hipotese nula Ho:
s = pp versus a hipotese alternativa Ha: us # ua. A significancia estatistica foi considerada
com P<0,05. Quando os dados ndo eram homogéneos, uma andlise de variancia ndo-
paramétrica era aplicada com o Teste de Kruskal-Wallis, especialmente preferivel quando a
amostra ndo apresenta populacdes normais, podendo ser aplicavel quando as variancias das
populacdes sdo heterogéneas (Krutchkoff, 1988; Zar, 1999). No caso do teste de Kruskal-
Wallis mostrar P>0,05, considerava-se o teste de ANOVA e, caso contrario, aplicava-se o
teste de Mann-Whitney. Em uma pequena parcela das amostras, nas quais as diferengas entre
0s grupos eram grandes, nem os testes de Levene/ANOVA e nem os testes de Kruskal-Wallis/

Mann-Whitney puderam ser aplicados, utilizou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov.



CAPITULO 4 - RESULTADOS

4.1 ENSAIOS DE BIORREMEDIACAO EM ARENITO BOTUCATU

Neste capitulo s@o discutidos os resultados obtidos por cada uma das técnicas aplicadas na
pesquisa. Ao final deste bloco serd analisado o conjunto dos dados de forma a se entender
todo o processo que envolve a biorremediacdo. Inicialmente sdo apresentados os dados
obtidos nos testes piloto, que abrangem o estudo de diesel e gasolina com alcool num periodo
de 170 dias, com avaliacio da microbiologia pelo método da lamina enterrada.
Posteriormente, modificou-se 0o método para a quantificagdo dos microrganismos por
contagem direta em Placas de Petri, e prolongou-se em mais 43 dias 0 tempo de observacao
do CO, para se observar melhor a estabilizacdo das curvas. Na segunda etapa, como ja
discutido anteriormente, utilizou-se somente a gasolina da REFAP, sem alcool, como fonte de

contaminagéo.

4.1.1 Liberacdo de CO,

No teste piloto, a evolu¢do do CO, foi acompanhada por um periodo de 170 dias, tempo
considerado necessario para a obtencdo da estabilizacdo das curvas de CO, vistas na Figura
4.1. A quantificacdo do CO, representada pelas curvas pode ser analisada sobre quatro
diferentes categorias: (a) solo controle; (b) solo com contaminantes (gasolina e diesel) e
gasolina com a adicdo de NPK; (c) solo com lodo e suas adi¢des a gasolina com e sem NPK;
(d) solo com lodo e diesel. Todos os tratamentos foram sistematicamente comparados ao solo
sem tratamento (controle). Os pontos inseridos nas figuras representam uma média de cinco
repeticOes realizadas de forma a se verificar a reprodutibilidade, que nestes casos ndo
mostraram praticamente nenhuma dispersdo. A incorporacdo de gasolina e diesel ao solo com
e sem adigOes produziu alteragdes na evolucdo cumulativa de CO, quando comparada ao solo
controle. Os valores da ordem de 100 a 200 mg/kg de CO, medidos nas amostras controle séo
relativamente baixos quando comparados a outros valores de CO, de solos utilizados para fins

agricolas. Testes estatisticos foram aplicados aos 7, 14, 28, 60, 90 e 170 dias do inicio do
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experimento para verificar a partir de que momento as diferengas entre os tratamentos foram

significativas.

A adicdo de NPK ao solo contaminado com gasolina ndo produziu alteragfes substanciais nos
padrdes observados até 60 dias, quando entdo tratamento com bioestimulante passou a se
tornar significativo (P=0,008). A bioestimulagdo com NPK a gasolina ndo apresentou
significancia estatistica para contaminag6es puras com diesel (P>0.05) mesmo ao final dos

170 dias, apresentando, entretanto, significancia quando comparadas ao controle (P=0,008).

A adicdo do lodo ao solo produziu uma significativa quantidade de CO,, principalmente por
ser um material rico em carbono (Tabela 3.2), que estimula a atividade microbiana e pode ser
uma importante fonte de (P=0,008 quando comparado ao controle, ja desde o inicio do
tratamento). O mesmo comportamento pode ser visto quando o lodo € adicionado ao solo
contaminado com diesel e gasolina, mostrando um incremento da atividade microbiana
(evolucéo de CO,) quando comparadas com o solo contaminado sem adi¢des. Aparentemente
0 lodo elimina/compensa a adaptacdo inicial da populagdo microbiana por ser uma fonte
prontamente disponivel de carbono e energia, claramente observado na Figura 4.1a. A
“bioaugmentacdo” no diesel apresentou significAncia estatistica (P<0,016) com todos 0s
tratamentos. Uma maior evolucdo de CO, nos tratamentos contendo lodo foi observada em
todos os experimentos, fator atribuido & disponibilidade de carbono que acaba por contribuir
para a geracao de uma intensa atividade microbiana (Figuras 4.1a e 4.1b). Esta observacao foi
posteriormente confirmada pela avaliacdo qualitativa pelo método da lamina enterrada,
indicando que um aumento na evolucdo de CO, corresponde a um aumento da populacédo
microbiana (Tabela 4.1). E também interessante ressaltar que a adicio de NPK as amostras
contendo lodo ndo trouxeram qualquer beneficio (P>0,05) ao processo de biorremediacéo ja
que o lodo por si s6 contém todos os elementos necessarios ao crescimento microbiano
(Figuras 4.1 e 4.2).

Enquanto a gasolina adicionada ao solo e sua bioestimulagdo com NPK comecam a apresentar
diferenca significativa do controle aos 60 dias, o diesel adicionado ao solo ja apresenta esta
diferenca aos 14 dias de tratamento, possivelmente pelo fato de ndo conter BTEX em sua

composicao.
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Figura 4.1: Liberacdo de CO, durante os testes preliminares: a) ao longo dos 170 dias e b)

visdo expandida para 32 dias
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Figura 4.2: CO, total acumulado durante o periodo de ensaio preliminar (170 dias)

Na segunda etapa do trabalho, que envolveu apenas experimentos com gasolina da REFAP, a
evolucdo do CO, foi acompanhada por um periodo de 213 dias (Figuras 4.3 e 4.4). A
quantificacdo do CO, desta etapa representada pelas curvas das Figuras 4.3a e 4.3b pode ser
analisada sobre cinco diferentes categorias: (a) solo controle; (b) solo com gasolina; (c) solo
com gasolina e NPK; (d) solo com lodo e gasolina com e sem NPK; (e) solo com lodo. Todos
os tratamentos foram sistematicamente comparados ao solo sem tratamento (controle). Os
pontos inseridos nas figuras representam uma media de trés replicatas realizadas de forma a
se verificar a repetibilidade, que nestes casos também ndo mostraram praticamente nenhuma
dispersdo. A incorporacdo de gasolina ao solo com e sem adi¢bes produziu alteracdes na
evolucdo cumulativa de CO, quando comparada ao solo controle. Testes estatisticos foram

aplicados aos 7, 14, 28, 60, 90 e 170 dias do inicio do experimento.

A adicdo de NPK ao solo contaminado com gasolina ndo produziu altera¢6es substanciais nos
padrdes observados até 60 dias, quando entdo tratamento com bioestimulante passou a se
tornar significativo (P=0,009), de forma similar ao teste piloto, no qual se utilizou a gasolina
de posto de combustivel . Entretanto, o tratamento de gasolina e solo (“atenuagdo natural”)

apresentou diferenca estatisticamente significativa para o controle apenas aos 170 dias.
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Figura 4.4: Liberagdo de CO, total acumulado durante o periodo de ensaio (213 dias)

A adicdo do lodo ao solo produziu uma significativa quantidade de CO, (P<0,001 quando
comparado ao controle, ja desde o inicio do tratamento). O mesmo comportamento pode ser
visto quando o lodo é adicionado ao solo contaminado com gasolina (25mL/kg de solo,
P<0,001)(Figura 4.3a e 4.3b). A discussdo da importancia do lodo na adaptagdo inicial da
populacdo microbiana ja foi introduzida anteriormente. Da mesma forma que ocorreu nos
testes piloto, nesta etapa envolvendo a gasolina da REFAP, a adi¢do de NPK as amostras
contendo lodo nédo trouxeram qualquer beneficio (P>0,05) ao processo de biorremediacao ja
que o lodo por si s6 contém todos os elementos necessarios ao crescimento microbiano
(Figuras 4.3 e 4.4).

Um outro fator interessante é a diferenca de comportamento dos tratamentos no inicio do
processo de biorremediagéo vistos na Figura 4.3b. O lodo ja inicia com uma atividade maior,
enquanto a adicdo da gasolina com e sem NPK ao lodo parece inciar o processo aos 4 dias. O
solo com gasolina com e sem NPK inicia a evolugdo do CO, aos 7 dias, sendo que apenas aos

10 dias 0 NPK parece fazer algum efeito no tratamento.

A Figura 4.5 mostra uma comparacao entre os lodos utilizados na pesquisa. Como j& visto e

discutido anteriormente, o lodo coletado em diferentes tempos apresenta diferentes
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composic¢des quimicas (Tabela 3.2). Aos 7 dias do inicio do experimento ja ha uma diferenga
estatisticamente significativa (P<0,001) que se mantém até o final dos experimentos. Apesar
de terem diferentes composi¢des quimicas e liberarem quantidades distintas de CO,, os lodos
apresentam o0 mesmo comportamento. O solo controle mostra diferencas significativas na
liberacdo de CO, até o 14° dia, talvez devido a populagdo microbiana e ao nitrogénio mineral
do solo (discutido adiante), temperatura, periodo de coleta, etc. Durante o periodo de
realizacdo da pesquisa foram feitas duas coletas de solo, uma primeira para 0s testes
preliminares com a gasolina de posto de combustivel (com alcool) e uma segunda para 0s
testes com a gasolina da REFAP (sem alcool). E isso é importante, uma vez que a
armazenagem do solo pode modificar sua composi¢cdo microbioldgica (Alef e Nannipieri
1995). Por este motivo, o solo é o mesmo fisico-quimicamente, identificado por Spinelli et al.
(2005), porém a concentracdo do nitrogénio mineral pode ser diferente, devido a processos
naturais de mineralizacdo e lixiviagdo ocorridos na natureza (Alexander 1994, Paul e Clark
1996 e Selbach e Camargo 2001). A partir do 28° dia, entretanto, os solos ndo apresentaram

diferencas estatisticamente significativas (P>0,05).
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Figura 4.5: Evolucdo de CO, comparativa entre os dois lodos utilizados
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Por fim, comparou-se 0 CO, acumulado das duas gasolinas utilizadas na pesquisa (Figuras 4.6
e 4.7). A atividade microbiana medida através da liberacdo de CO, ndo apresentou diferencas
significativas (P>0,05) ao final do periodo de tratamento para as gasolinas utilizadas (posto
de combustivel e REFAP). Em todas as amostras contendo NPK observou-se um incremento
na atividade microbiana do solo (Figura 4.6). O fertilizante mineral, como j& observado em
outros trabalhos (Alexander 1994, Paul e Clark 1996; Spinelli et al. 2005), apresenta uma
importante funcdo pela eliminagéo de fatores limitantes da atividade microbiana. A resposta
da bioestimulacdo, através da adicdo de nutrientes é significativa quando comparamos as
gasolinas com e sem 0 NPK (P=0,032 para a do posto de combustivel e P=0,002 para a da
REFAP), e mais ainda quando comparamos os niveis de CO; liberado destes tratamentos com
o do controle (P<0,001). Na Figura 4.7 é apresentado o CO; total evoluido ao longo do
periodo, mostrando as semelhancas de comportamento entre as gasolinas do posto de
combustivel e a da REFAP.
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Figura 4.6: Liberacdo de CO, comparativa entre a gasolina de posto de combustivel (com
alcool) e a gasolina da REFAP (sem &lcool)
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4.1.2 Avaliacao da Populagdo do Solo pelo Método da Lamina Enterrada (Rossi-
Cholodny)

Nos testes preliminares, os microrganismos do solo foram caracterizados qualitativamente
através do método da lamina enterrada, e observados com microscopia Optica, 90 dias ap6s o
inicio do experimento. Assim como ocorreu com a avaliagdo do CO,, importantes obser-
vacgdes recaem novamente sobre as adigdes contendo lodo (Tabelas 4.1). Como ja mencionado
anteriormente, o lodo é rico em carbono e nutrientes essenciais, necessario aos
microrganismos do solo para o seu crescimento. Este fato pode ser observado na Tabela 4.1
para os tratamentos onde as adi¢Ges de lodo ao solo aumentaram a ocorréncia de fungos,
actinomicetos e bactérias. Nas amostras contaminadas com gasolina e diesel sem adi¢Ges, ndo
houve a ocorréncia de fungos, encontraram-se apenas alguns actinomicetos (nenhum na
gasolina) e uma pequena quantidade de bactérias. A abundancia de bactérias no solo foi
estimada pela contagem de células nos diversos campos da microscopia Optica nas laminas
enterradas, enquanto os fungos e actinomicetos pela sua presenca macroscopica nas laminas.
Observando a Tabela 4.1 e a Figura 4.8 é possivel identificar a alta abundancia dos fungos

(principalmente nos tratamentos com lodo) e actinomicetos nas Iaminas de solo contaminado
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onde o lodo e o fertilizante mineral foram incorporados. Amostras de solo sem adig¢oes
mostram diferentes tipos de microrganismos. A adicdo de lodo produz um aumento
significativo da atividade microbiana, a qual é mantida at¢ mesmo ap6s a adigdo dos
contaminantes. Uma vez que o procedimento aqui utilizado ndo quantifica os microrganismos
no solo, a0 mesmo tempo tem sua importancia para fornecer uma idéa da abundancia dos

microrganismos nos solos em teste.

Tabela 4.1. Numero de microrganismos avaliados pelo método da lamina enterrada

Tratamentos Bactérias/campo Fungos/lamin Actinomicetos/lamina
a

Solo Controle 50 a 100 <5 <5

Solo + Lodo > 100 >10 >10

Solo + Gasolina 10a 50 N.O. N.O.

Solo + Gasolina + Lodo > 100 5al10 5al0

Solo + Gasolina + Lodo + NPK > 100 5al10 >10

Solo + Gasolina + NPK 50 a 100 N.O. N.O.

Solo + Diesel 10a 50 N.O. <5

Solo + Diesel + Lodo >100 5al10 5al0

Nota: N.O.= ndo observados

4.1.3 Quantificacdo Microbiana: Bactérias e Fungos

A Figura 4.9 mostra a contagem de fungos realizada durante a segunda etapa de testes (180
dias) para a gasolina da REFAP. E possivel identificar uma queda inicial do nimero de
fungos em todos os tratamentos realizados devido ao novo ambiente (umidade, temperatura,
aeracdo, etc). No solo natural (controle) e no tratamento com lodo ha um rapido crescimento
dos fungos. Em torno do 16° dia do inicio do experimento, hd uma estagnacéo no crescimento
em funcdo de fatores limitantes e, no caso do solo controle, hd uma queda no ndmero de

microrganismos até sua estabilizacdo nos patamares do solo “inicial”. O lodo, por apresentar
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muita matéria organica/nutrientes, e sendo também uma fonte de “bioaugmentacéo”, mantém

um grande nimero de fungos.

Figura 4.8: Resultados observados nos testes com lamina enterrada. A e B séo,
respectivamente, aumentos de 100x e 400x. 1) Solo Controle; 2) Solo + Lodo; 3) Solo +
Gasolina; 4) Solo + Gasolina + Lodo; 5) Solo + Diesel; 6) Solo + Diesel + Lodo

Nos solos contendo gasolina hd uma grande queda inicial do namero de fungos (Figura 4.9).
Apo6s uma estabilizacéo inicial (16° dia) hd um aumento no nimero de fungos nos tratamentos
contendo lodo, sendo que este ultrapassa a quantidade dos microrganismos do solo controle
tanto nos tratamentos com gasolina + lodo como nos com gasolina + lodo + NPK. Quando
comparamos estes tratamentos ao solo com lodo, observamos um efeito deletério nos fungos
efetivado pela gasolina. Entretanto, as condic¢des finais do solo parecem ser boas quando
comparamos ao solo controle, mostrando que a aplicacdo de um meio organico beneficiaria o
solo em um derrame de gasolina no que diz respeito aos fungos. No caso dos tratamentos com
solo e gasolina, e nos casos com bioestimulacdo com NPK, hd a mesma queda no nimero de
fungos inicialmente (como nos casos com lodo e gasolina com e sem NPK), porém
necessitando de um maior tempo para a aclimatacdo da populacdo fungica. O namero de
fungos voltou praticamente ao normal (semelhante ao controle) aos 120 dias de tratamento no

caso com bioestimulacéo e fica um pouco inferior ao controle no caso da “atenuacgéo natural”.
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Figura 4.9: Contagem de fungos ao longo do periodo de observagédo

A Figura 4.10 apresenta a contagem de bactérias ao longo do periodo de 180 dias. Observa-se
um rapido crescimento de bactérias no solo controle e no tratamento com lodo ja ao inicio do
periodo dos ensaios, atingindo valores praticamente constantes. Nos solos com gasolina ha
uma queda no numero de bactérias em relacdo a contagem inicial que se recupera entre 4 e 16
dias dependendo do tratamento. O tratamento com gasolina e NPK apresenta uma
estabilizacdo desde o inicio do tratamento, com um processo de biorremediacdo mais intenso,
eliminando os BTEX mais rapidamente (como veremos adiante no item de cromatografia) e,
consequentemente, mantendo a concentracdo de bactérias. O tratamento apenas com gasolina
mostra uma queda na contagem de bactérias que perdura por até 10 dias e, entdo, inicia sua
recuperacdo. Maiores guantidades de matéria organica retém os BTEX por um maior periodo
de tempo, apesar deste tempo ndo ser muito significativo (em torno de 6 dias, ver item de
cromatografia), justificando a maior queda no nimero de bactérias no inicio do tratamento,

porém com melhor recuperacédo a posteriori pelos mesmos motivos.

A avaliacdo de bactérias degradadoras de gasolina, analisada pelo nimero mais provavel, ndo
mostrou qualquer quantidade de microrganismos crescendo nos meios de cultura. Conforme
Frankenberger (1992), qualquer solo sem historico de contaminacéo apresenta uma relagédo de

microrganismos degradadores especificos / totais menor que 3%, confirmando os achados.
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Figura 4.10: Contagem de bactérias ao longo do periodo de observacéao

4.1.4 Identificacdo de Microrganismos

Durante o periodo de ensaios foram realizados testes complementares visando a identificacdo
dos microrganismos do solo. As bactérias ndo identificadas por testes bioguimicos
comercialmente utilizados em andlises clinicas foram genericamente classificadas por Gram e
morfologia. Os resultados da identificacdo dos microrganismos sdo apresentados na Tabela
4.2. A Pseudomonas sp. foi encontrada em todas as amostras de solo tratado, sendo observada
inicialmente no solo natural (controle). O Aspergillus sp., espécie natural do solo, ndo foi
encontrado de maneira significativa nas amostras de solo coletadas ap6s a introducdo dos
contaminantes ou mesmo estimulantes. Na analise do lodo, foi possivel a observacdo de um
rico consorcio de microrganismos, uma vez que este contém muita matéria organica, além de
Penicillium sp. e diversos tipos de bacilos gram-positivos. A gasolina proveniente da REFAP
continha Pseudomonas sp. Combinacgdes de gasolina e diesel com solo, especialmente na
“atenuacdo natural”, aparentemente eliminaram alguns microrganismos, principalmente nos

primeiros dias e, especialmente, os fungos, talvez devido a fatores limitantes e competicdo. A
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observacdo ndo é aplicdvel quando consideramos a bioestimulagdo e a “bioaugmentacéo”.

Deve-se ressaltar que os kits utilizados ndo contemplam microrganismos de solos.

Tabela 4.2: Microrganismos encontrados no lodo puro e no solo sob diferentes tratamentos ao
final dos ensaios

Solo Controle Pseudomonas sp., Aspergillus sp.,
Penicillium sp.

Solo + Lodo Pseudomonas sp., Bacilos Gram+ ,
Penicillium sp.

Solo + Gasolina Pseudomonas sp., Bacilos Gram+

Solo + Gasolina + Lodo Pseudomonas sp., Bacilos Gram+ ,
Penicillium sp.

Solo + Gasolina + Lodo + NPK Pseudomonas sp., Bacilos Gram+,
Penicillium sp.

Solo + Gasolina + NPK Pseudomonas sp., Bacilos Gram+,
Penicillium sp.

Solo + Diesel Pseudomonas sp., Bacilos Gram+
Penicillium sp.

Solo + Diesel + Lodo Pseudomonas sp., Bacilos Gram+,
Penicillium sp.

Lodo “in natura” Bacilos Gram+ , Penicillium sp.

4.1.5 Condutividade Elétrica e pH do Solo

Inicialmente, nos testes piloto, ndo foi considerada a condutividade elétrica do solo, passando
a ser avaliada somente nos ensaios com gasolina sem alcool. Serdo analisados primeiro 0s

testes piloto, que envolveram a gasolina e o diesel de um posto de combustiveis.
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O pH do solo, como fator limitante aos microrganismos, € um importante parametro a ser
monitorado. Apesar do fato de muitas espécies poderem sobreviver em pHs extremos, a
maioria dos microrganismos requer um ambiente neutro. O solo “in natura” e o lodo
utilizados apresentam pHs médios de 4.5 e 5.0, respectivamente. Matematicamente pode ser
observada significancia estatistica em alguns testes (P<0,05). Entretanto, por estas variacdes
serem extremamente pequenas entre 0s grupos quando se trata de pH (ApH com
aproximadamente 0,4), e por haver alguma oscilacdo em suas medidas da mesma ordem de
grandeza, considerou-se que a adicdo dos contaminantes ao solo ndo produziu variacdo
significativa de pH para fins praticos, com valores em 65 e 95 dias de tratamento na faixa de
4.5 a 5.0 sem qualquer tendéncia especifica de aumento ou diminui¢do com o tempo (Figura
4.11). Aparentemente a capacidade de cargas do solo e das misturas contendo lodo
mantiveram o pH durante o periodo dos experimentos. Snyder et al. (1976), citado por
Frankenberger (1992), considerou que sob biodegradacdo de 6leos, muito pouca variacdo de
pH no solo ocorre com o tempo. A analise do pH a principio, baseada nos testes piloto e nos
tempos de medicdo efetuados, ndo traz qualquer informacdo fundamental para este estudo
exeto por mostrar que a biorremediagdo de solos pode ser efetiva até mesmo em ambientes
acidos. Frankenberger (1992) relata que a variacdo de pH ideal para promover a
biodegradagéo de solos est4 na faixa do neutro para levemente alcalino. A maioria dos seus
estudos indicam que o pH de 7 a 8 € o ideal para a degradacdo de hidrocarbonetos. Entretanto,
neste trabalho, o pH do solo ndo foi corrigido durante os testes de laboratério, uma vez que se

esperava avaliar o pH no seu estado natural.

A analise do pH na segunda etapa dos ensaios, medida nos tempos 9, 44, 114 e 180 dias,
mostra que ha uma tendéncia de queda ao final do periodo — acidificagdo (Figura 4.12) — para
praticamente todos os tratamentos. E este € um fato novo, uma vez que 0s ensaios anteriores
mostravam que ndo havia tendéncias de aumento ou queda. Entretanto, se analisarmos mais
cuidadosamente os resultados, veremos que as medidas de pH colhidas anteriormente (65 e 95
dias) estdo sobrepostas as curvas da Figura 4.12. A acidificacdo do solo controle e dos
tratamentos com gasolina com e sem NPK parece iniciar em torno do 100° dia de tratamento.
E interessante observar que estes tratamentos apresentam um pH bastante préximo, com
variacdo de pH em torno de 0,1 ao final do tratamento (180 dias). Estatisticamente, 0s
tratamentos com lodo e gasolina com e sem NPK s&o 0s Unicos que ndo apresentam diferenca

estatistica significativa (P>0,05) até os 180 dias. Entre 44 e 180 dias todos os demais
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tratamentos apresentam diferenca significativa, apesar de na préatica isso significar uma
variacdo de pH de 0,3, dentro da faixa de oscilagcdo do equipamento. Ao final do tratamento,
ndo ha diferenca significativa entre o solo controle e os tratamentos com gasolina com e sem
NPK (P>0,05), assim como entre os com lodo e gasolina com e sem NPK (P>0,05). A

variacdo de todos estes pardmetros é pequena e ocorre numa faixa menor que 1,0.

6,0 ] m pH aos 65 dias
pH aos 95 dias
50 -
| . I I
| I I I
4,0
S 3.0 -
2,0 -
1,0 -
0,0 -
Solo Solo + Solo + Solo + Solo + Solo + Solo + Solo +
Controle Lodo Gasolina Diesel Gasolina+ Diesel+ Gasolina+ Gasolina+
Lodo Lodo Lodo + NPK
NPK

Figura 4.11: Medidas de pH do solo aos 65 e 95 dias nos ensaios preliminares com gasolina e
6leo diesel provenientes de um posto de combustivel

Nos ensaios realizados com a gasolina da REFAP procurou-se monitorar também a
condutividade elétrica do solo e suas variagfes durante o processo de biorremediacdo. A
contaminagdo por gasolina pura tende a manter estavel a condutividade elétrica do solo ao
longo do periodo de biorremediacdo, e diminui com a adicdo de NPK (que possui maior
condutividade inicialmente), como se observa na Figura 4.13. No solo controle, ao contrério,
observa-se uma tendéncia natural de aumento da condutividade, em uma relagdo inversamente
proporcional ao pH, visto anteriormente. De forma geral, observa-se uma faixa de oscilacéo
de condutividade elétrica entre 20 e 40uS na qual faz parte o solo natural e o solo
contaminado por gasolina com e sem NPK em diferentes etapas de biorremediacéo.
Estatisticamente, ndo ha qualquer diferenca significativa entre o grupo controle e o0s

tratamentos com gasolina com e sem NPK para qualquer que seja o tempo de medicdo
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(P>0,05). Este dado é importante, uma vez que se busca estudar solos contaminados através
de investigacdes de campo com o cone ambiental, no qual um dos pardmetros analisados é a
condutividade elétrica (Schnaid, 2000). Neste caso especifico, e somente através deste

parametro, esta analise seria inviavel.
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Figura 4.12: Medidas do pH do solo nos ensaios com gasolina sem alcool

No caso dos tratamentos com lodo, observa-se também uma tendéncia de aumento de
condutividade elétrica com o tempo, idem ao solo controle. Fato semelhante ocorre também
com o solo com lodo e gasolina. Quando consideramos 0 solo com lodo, gasolina e NPK
vemos que ha uma relacdo inversa, ou seja, 0 NPK parece causar uma reducdo da
condutividade elétrica ao longo do tempo neste tratamento, principalmente nos primeiros 44
dias, mantendo-se entdo praticamente constante. Estatisticamente, ndo ha qualquer diferenca
significativa entre os tratamentos com lodo e gasolina com e sem NPK para qualquer que seja
0 tempo de medicdo (P>0,05). Da mesma forma, o solo com lodo s6 apresenta diferenca

significativa (P<0,001) no tempo 114 para os tratamentos com gasolina com e sem NPK.
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Figura 4.13: Medidas da condutividade elétrica nos ensaios com gasolina sem alcool

4.1.6 Nitrogénio Mineral do Solo

O nitrogénio mineral do solo é um fator importante que permite uma avaliacdo complementar
da atividade microbiana. O ensaio de nitrogénio inorganico foi realizado aos 170 dias de
experimento com gasolina e diesel de postos de combustiveis e em dois momentos, aos 65 e
170 dias, para os testes com gasolina da REFAP. Nos ensaios com gasolina e diesel oriundos
do posto de combustivel, as maiores taxas na forma de aménia ocorreram principalmente nos
tratamentos com a adicdo de nutrientes (lodo e NPK) com diferencas significativas quando
comparados as amostras controle (P<0,05), como ilustrado na Figura 4.14. E esta é uma
indicacdo de que a disponibilidade de nutrientes nestes tratamentos melhoram as condi¢des da

atividade microbiana, podendo tornar mais eficaz os processos de biorremediacao.

Nos ensaios com a gasolina da REFAP, agora mensurados em 65 e 170 dias (Figura 4.15),
observa-se basicamente 0 mesmo anteriormente avaliado, ou seja, as condi¢Ges onde se
utilizou compostos organicos apresentam melhores condigdes de amonia ao final dos 170 dias

de tratamento (P<0,05), apesar de neste caso — gasolina da REFAP — o NPK ndo modificar a
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condicdo final do nitrogénio mineral. A novidade desta analise esta na avaliagdo do nitrogénio
mineral aos 65 dias de tratamento, ndo realizada nos ensaios piloto. O lodo puro apresenta as
melhores condicBes de nitrogénio mineral, principalmente com relagido a amdnia. E um
material rico em nutrientes, além de ter intensa atividade microbiana e ndo apresentar niveis
de contaminacdo. Quando adicionamos este a uma condi¢cdo de vazamento de gasolinas,
observamos que 0s microrganismos necessitam muito da amoénia nos primeiros momentos do
processo de biorremediacdo, ndo havendo entdo amonia em abundéncia como no lodo puro,

porém nao havendo diferencas significativas para o solo controle (P<0,05).
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Figura 4.14: nitrogénio mineral do solo nos tratamentos com a gasolina de posto de
combustivel (170 dias)

4.1.7 Cromatografia Gasosa

Nos testes piloto, com ensaios envolvendo gasolina com alcool, a cromatografia gasosa foi
aplicada a todos os tratamentos, incluindo o solo controle, somente aos 170 dias apos feitas as
misturas, para confirmar a auséncia de benzeno, tolueno, MTBE, Cg € Cog.tal aromaticos de
todas as amostras de solo. A cromatografia obtida de todas as amostras de solo ao final dos
170 dias de tratamento ndo mostrou qualquer sinal de contaminagdo (todos os contaminantes

em concentracdo menor que 3 mg/kg).
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Figura 4.15: nitrogénio mineral do solo nos tratamentos com a gasolina da REFAP aos 65 e
170 dias

A seguir, para a segunda etapa com a gasolina sem alcool, foi feita uma anéalise preliminar
com cromatografia gasosa em microcosmos estéreis e ndo-estéreis nos tempos zero, 12 e 26
dias para fins de verificacdo dos dos efeitos da microbiota nos compostos volateis. Os testes
foram realizados apenas nos tratamentos com gasolina com e sem o NPK. De forma geral, 0s
dados obtidos mostram um significante efeito da microbiota (P<0,05) na biorremediacéo dos
hidrocarbonetos analisados. O solo controle, ndo apresentado nas figuras, ndo contem
qualquer nivel de contaminacdo, observando-se 0s compostos analisados. As Figuras 4.16 e
4.17 apresentam as diferencas de comportamento ocorridas nos tratamentos do benzeno e
toluneno durante um periodo de 26 dias. Apesar da volatilizacdo destes compostos ser intensa,
observa-se uma importante contribuicdo da microbiota, quando vemos que nos solos contendo
0s microrganismos ja ndo h& mais estes hidrocarbonetos no tempo de aproximadamente 24h
do inicio dos experimentos. As medicBes ndo foram realizadas exatamente no tempo zero,
pois as misturas foram efetuadas ao redor do meio-dia e transportadas a Copesul, sendo
processadas na manha do dia seguinte. Entretanto, quando consideramos o solo esterilizado,
ainda ha uma quantia razoavel no solo com bioestimulante e maior ainda na condicdo de
“atenuacdo natural”. Aos 12 dias de ensaio, s6 ha benzeno no tratamento sem bioestimulacéo

e, no caso do tolueno, houve uma reducdo significativa na condicdo com NPK, sendo que
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praticamente ndo houve redugdo no tratamento com “atenuacdo natural”. Os solos foram
inicialmente preparados em condicdes estéreis, e o fato do bioestimulante ter efeito nos
tratamentos esterilizados provavelmente ocorra por haver algum grau de contaminacdo do
solo por microrganismos na abertura dos potes, no inicio das medigdes, ou, ainda, por reacdo

quimica dos compostos, acelerando a saida dos volateis.

A analise da Figura 4.18 mostra 0 mesmo padrdo observado anteriormente para o benzeno e o
tolueno, com efeito importante da microbiota e com degradagédo / volatilizacdo bem mais
intensa. No tempo zero, praticamente s6 o0 solo esterilizado na condicdo com gasolina pura

apresenta o contaminante MTBE. Aos doze dias, ndo encontramos mais este contaminante no

solo.
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Figura 4.16: Curvas comparativas entre o solo com gasolina e com um bioestimulante (NPK)
em relacdo a esterilizacdo do solo e efeitos da microbiologia para 0 Benzeno
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Figura 4.18: Curvas comparativas entre o solo com gasolina e com um bioestimulante (NPK)
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A Figura 4.19 ilustra o comportamento do Cg aromatico do solo. Idem ao estudo feito
anteriormente para o benzeno e o tolueno, a microbiota ajuda a remover rapidamente este
hidrocarboneto ja nas primeiras 24h. O fato novo desta figura consiste em haver um
incremento de Cg aromaticos aos 12 dias de tratamento, provavelmente pelo desdobramento
de outros hidrocarbonetos em Cg aromaticos ou muito similares nas curvas cromatograficas

durante sua degradacéo.
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Figura 4.19: Curvas comparativas entre o solo com gasolina e com um bioestimulante (NPK)
em relacdo a esterilizacdo do solo e efeitos da microbiologia para o Cg aromatico

A Figura 4.20 ilustra o comportamento do Cg, aromatico do solo. Ao contrario dos outros
componentes da gasolina, as fragcdes Cq: S&0 mais dificeis de serem degradadas levando maior
periodo de tempo para removidas dos solos. Similar a analise feita para os Cg aromaticos, ha
também um incremento de Co. aromaticos aos 12 dias de tratamento provavelmente pelo
desdobramento de outros hidrocarbonetos em Cq: aromaticos ou muito similares nas curvas
cromatograficas durante sua degradacéo. A bioestimulacdo novamente pode ser considerada
nos tratamentos esterilizados por contaminagdo das amostras durante procedimentos de
abertura dos frascos. Diferentemente das demais anélises, os Cq. aromaticos ainda perduraram

no solo apds 26 dias.
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Figura 4.20: Curvas comparativas entre o solo com gasolina e com um bioestimulante (NPK)
em relacéo a esterilizacdo do solo e efeitos da microbiologia para o Cg.+ aromaticos

Nas Figuras 4.21 e 4.22 sdo ilustradas a biorremediacdo do benzeno e tolueno de todos os
tratamentos realizados nesta pesquisa. Nesta etapa, 0 solo ndo foi esterilizado, de forma a
simular uma situacdo mais proxima a encontrada na natureza e os tempos de medicao foram
zero, 14, 22, 36 e 70 dias. A linha de base é o limite inferior de contaminacdo de 3mg/kg de
solo. A consideracdo mais importante a ser feita € o fato de o lodo industrial, importante fonte
de matéria organica, reter os hidrocarbonetos em sua matriz por um periodo maior de tempo.
A reducdo aos mesmos niveis encontrados para os demais tratamentos leva em torno de 6 dias

a mais para ocorrer, ficando ainda uma parcela residual até o 35° dia.

A Figura 4.23 apresenta as alteracdes na biorremediacdo do MTBE em relacdo ao tempo.
Observamos que o tratamento com bioestimulacéo é eficiente na remoc¢do do contaminante do
solo, quando comparado com a “atenuacdo natural” j& ao inicio do tratamento. Praticamente
ndo ha mais contaminagdo nas primeiras 24h de tratamento. Entretanto, o lodo, material rico
em matéria organica, mantém o contaminante por um periodo maior de tempo em sua matriz,
aparentemente por 25 dias. E este € um fator relevante na decisdo da descontaminagdo, uma
vez que o solo fica com mais nutrientes e microrganismos ao final do tratamento, mas as

custas de uma retencdo por maior periodo de tempo do contaminante.
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Figura 4.21: Curvas comparativas dos ensaios de biorremediacdo em relagcdo ao Benzeno
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Figura 4.22: Curvas comparativas dos ensaios de biorremediacao em relacdo ao Tolueno
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Figura 4.23: Curvas comparativas dos ensaios de biorremediacdo em relagdo ao MTBE

A Figura 4.24 mostra as curvas obtidas da biorremediacdo de Cg aroméaticos. Novamente se
observa o maior tempo de remocao de hidrocarbonetos de solos tratados com o lodo industrial
e a maior dificuldade de remocéo de hidrocarbonetos aromaticos, em especial 0s com cadeias
maiores (Figura 4.25). Até o periodo de 70 dias foi possivel praticamente a completa remocao
dos hidrocarbonetos Cg aromaticos e em quase todos os tratamentos no caso de Co.
aromaticos, enquanto que nos compostos contendo lodo ainda havia consideraveis

quantidades deste ultimo.
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4.1.8 Parametros de Contaminacdo do Solo

Como ja foi discutido anteriormente, existem diversas dificuldades para se identificar
contaminacgdes e seus parametros. Entdo, realizou-se um estudo complementar, independente
dos tratamentos estudados até o momento, buscando-se alguns pardmetros que pudessem
identificar a presenca dos contaminantes e suas concentragdes, no caso o pH e a
condutividade elétrica. Foram realizados ensaios com solo e agua contaminados com varias

concentracdes de gasolina com alcool, conforme descrito no Capitulo 3.

A variagdo do pH é apresentada na Figura 4.26 para o arenito com diversas doses de
contaminantes, neste caso utilizando gasolina e diesel de postos de combustivel. Todos os
dados foram comparados com o solo controle, lembrando que estes parametros sdo analisados
para a condi¢do saturada. Para o caso da gasolina, observa-se que o pH aumenta com o

incremento do contaminante, atingindo um patamar aos 6mL/20mL agua em 4,9.

Estatisticamente é observado diferencas entre os niveis de contaminagdo, podendo-se dividir
em grupos de 1 a 2, 3 a5 e 6 al0 mL gasolina/20mL agua destilada. Entretanto, para fins
praticos, novamente temos diferencas de valores muito pequenas, na ordem de 0,3 entre 0s

tratamentos e 0,6 para o controle.

No caso do diesel ndo ha qualquer variagdo quando se aumenta ou diminui a quantidade do
contaminante. Entretanto, h4& um aumento no pH quando comparamos 0S Qrupos
contaminados com o solo controle, também muito pequeno para ser utilizado com finalidade

pratica, na ordem de 0,1.

Para que se pudesse analisar o efeito do solo no pH para as diferentes cargas de
contaminagdo, foram realizados ensaios similares, porém apenas com agua destilada e o
contaminante (Figuras 4.27). Diversas medidas foram feitas da agua, do diesel e da gasolina

“In natura”.

Comparando-se as Figuras 4.26 e 4.27, observamos que 0 solo é o principal responsavel pela
variagdo do pH em presenca de gasolina. fons de hidrogénio sio introduzidos na solugdo pelo
solo, que por sua vez parece ionizar a solucdo de agua e gasolina com o incremento do

contaminante, aumentando o pH. No caso da contaminacd por diesel, ndo ha qualquer
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interacdo aparentemente significativa entre o solo e a solugdo agua/diesel quando analisamos

0 pH.
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Figura 4.26: Alteragcéo do pH com o grau de contaminagdo com gasolina e diesel

Figura 4.27: Alteracdo do pH na 4gua com o grau de contamina¢do com gasolina e diesel
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A variacdo da condutividade elétrica do solo contaminado por gasolina e diesel é apresentada
na Figura 4.28. Na avaliacdo da variacdo da condutividade elétrica na gasolina, podemos
observar que h4, inicialmente, um aumento da condutividade, que decai com o incremento do
contaminante até 6mL/10g solo. A partir deste ponto, a condutividade aumenta, mas muito
pouco. Observa-se, entdo, que o eletrodo fica instavel, quando a gasolina passa a se apresentar
dividida do solo. Caso tal derrame ocorresse em campo, seria possivel separar fisicamente a
gasolina livre da contida no solo. Poderiamos considerar entdo uma curva exponencial
decrescente até 6mL/10g solo, a partir de onde a condutividade é constante. A anélise
estatistica mostra que a adicdo de 1mL de gasolina ao solo é diferente de 2 e 3mL, quando
qualquer contaminacao nao tem mais diferenca significativa. Se considerassemos apenas este
parametro como indicador de contaminagdo por gasolina, seria muito dificil a identificacdo de
uma contaminacdo por 2mL/10g solo, uma vez que ndo ha diferenca estatistica significativa
entre este e o grupo controle. A sensibilidade dos equipamentos de medigdo em campo

necessitam ser bastante precisas para detectarem tais variagoes.

No caso do diesel, temos uma exponencial decrescente até 8mL/10g solo, a partir de onde a
condutividade elétrica se torna constante em 8uS. Da mesma forma analisada anteriormente,

contaminagdes de até 3mL/10g solo poderiam ser confundidas com o solo controle.
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Figura 4.28: Alteracao da condutividade com o grau de contaminacdo com gasolina e diesel
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Figura 4.29: Alteracdo da condutividade elétrica na 4gua com o grau de contaminacdo com
gasolina e diesel

Também neste caso, para que fosse possivel analisar o efeito do solo na condutividade elétrica
com diferentes niveis de contaminacéo, foram realizados ensaios apenas com agua destilada e
o contaminante (Figuras 4.29). Para fins de comparacdo, foram feitas medidas com a &gua, o

diesel e a gasolina “in natura”.

A comparacgdo das Figuras 4.28 e 4.29 mostra algo interessante. Tanto a gasolina como 0
diesel tém condutividade elétrica proxima a zero (Figura 4.29). Quando colocamos a gasolina
na agua, observamos um grande aumento de condutividade, devido a solubilizacdo de alguns
compostos, aqui ndo identificados. Com niveis crescentes de gasolina em agua, notamos uma
queda inicial na condutividade, que aumenta novamente apds 9 mL. Provavelmente estamos
diante de um efeito de tamponamento. A agua provavelmente vai neutralizando os ions até 8
mL, quando ndo h& mais cargas disponiveis, aumentando novamente a condutividade elétrica
para maiores cargas de contaminacdo. Quando o solo esta presente, temos a ajuda das cargas e
fons deste no tamponamento. No caso da gasolina em agua, os efeitos praticos desta
observacdo sdo muito pequenos, justamente pelo fato de haver variagdes minimas de

incrementos/decréscimo de apenas 0,5uS.

No caso do diesel em &gua parece ndo haver tamponamento, com aumento constante na

condutividade elétrica, talvez porque o contaminante libere maior quantidade de cargas. Da
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mesma forma anteriormente considerada na gasolina, para o diesel também h& pouca variacéo
de condutividade elétrica para fins praticos, na ordem de 1,5uS. Quando o solo esta presente,
ocorre uma diminuicdo da condutividade elétrica, uma vez que o solo consegue tamponar de
uma forma mais eficaz o contaminante. Neste caso, pode ser que haja um efeito de diluicdo

simultaneamente, contribuindo para a queda rapida da condutividade.

4.1.9 Ensaios de Agregados

As Figuras 4.30 e 4.31 apresentam as percentagens de solo retido em cada peneira para todos
os tratamentos realizados. Pode-se observar que ha um aumento significativo da formacéo de
agregados de solo durante os processos de biorremediacao, claramente observados apds 180 e
240 dias de tratamento. Todos os tratamentos (“bioaugmentacdo” e bioestimulacdo) e até
mesmo o solo com “atenuacdo natural” mostraram agregacdo de solo, com correspondente
diminuicdo das particulas mais finas. Nos tratamentos com “bioaugmentacao”, este aumento
chega a ser maior que 100%. A gasolina por si s6 é uma fonte de carbono (compostos
alifaticos e aromaticos — ver Capitulo 3, item gasolinas) para 0s microrganismos, assim como
0 lodo, contendo 46% de carbono orgénico e nutrientes como P e K. Na Figura 4.30
(agregacdo de particulas aos 180 dias), pode-se observar que o0 tratamento com
“bioaugmentacdo” promoveu a maior formacgéo de agregados, seguido pelo solo com o lodo,
bioestimulacédo e pelo controle. Praticamente isso corresponde ao controle < solo + gasolina <
solo + lodo. O tratamento com gasolina com NPK teve um maior efeito aos 180 dias e

diminuiu aos 240 talvez por diminui¢do da disponibilidade de nutrientes.

A Figura 4.31 mostra que a cimentacdo natural perde um pouco de suas propriedades de
agregacdo apds a estabilizacdo de um novo ambiente no microcosmo, definido pela
estabilizacdo da evolucdo de CO; (Spinelli et al., 2005) aos 180 dias de tratamento. Aos 240
dias, apenas o lodo continua tendo um aumento de agregacéo, provavelmente por néo conter
gasolina nas amostras. Todos os tratamentos contendo lodo apresentaram um maior efeito na
formacdo de agregados devido a melhor disponibilidade de substratos para a microbiota. O
aumento de microrganismos ¢ um fator importante na agregacdo de solo, principalmente
devido a efeitos mecanicos de hifas de fungos e exopolisacarideos de bactérias. Devido ao

fato da agregacdo de particulas ter componentes bioldgicos, fisicos e quimicos, sugere-se um
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acompanhamento destes efeitos através de microscopia eletrdnica, além de medidas de succao

em futuros trabalhos.
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Figura 4.30: Alteracdo da granulometria do solo com o grau de contaminacdo aos 180 dias
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Figura 4.31: Alteracdo da granulometria do solo com o grau de contaminacao aos 240 dias
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Figura 4.32: Alteracdo do MWD no solo com o grau de contaminacéo aos 180 e 240 dias

O aumento de resisténcia e estabilidade de cimentacdo intra-agregados e produtos organicos
pode promover estabilidade dos agregados por reduzir a trabalhabilidade e expansibilidade.
Alguns materiais organicos sdo hidrofdbicos, ou se tornam assim que desidratam, entdo o
complexo organicos-argila podem ter reduzida sua afinidade pela d&gua (Khonke, 1968; Hillel,
1998).

A Figura 4.32 apresenta o diametro medio padrdo (MWD) de agregados de solos para cada
um dos tratamentos nos tempos 180 e 240 dias. Quando comparamos 0S mesmos tratamentos
em diferentes tempos, observamos que o lodo continua agregando o solo aos 240 dias com
significancia estatistica (P<0,001) para o periodo anterior (180 dias de tratamento), enquanto
0s outros tratamentos ndo se alteram. Quando o0s processos de biorremediacdo sao
comparados ao controle, é possivel observar que o tratamento com lodo é o mais efetivo na
agregacdo de particulas de solo, e 0 solo com lodo + gasolina ndo apresenta significancia
estatistica quando comparado ao lodo + gasolina + NPK (P>0,05), assim como quando
comparado ao lodo puro aos 240 dias. O solo + gasolina ndo apresenta significancia
estatistica (P>0,05) para o solo + gasolina + NPK ou para o controle (P>0,05), mas possui

para o tratamento com lodo (P<0,001). E possivel se observar o efeito cumulativo do solo +
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gasolina e solo + lodo no MWD, mostrando uma melhor resposta dos tratamentos contendo

gasolina + lodo na agregacéo do solo.

Hé& necessidade de ensaios de laboratério que reproduzam as condi¢des de campo no projeto
de estruturas como camadas impermeaveis. A temperatura, o tipo de solo e o controle de
nutrientes nas atividades bioldgicas tém importantes conseqliencias na agregacdo de solos e

suas propriedades mecanicas.

4.1.10 Ensaios de Percolacgéo e de Pluviometria

Conforme discutido anteriormente no item 3.7.10, buscou-se avaliar as condi¢bes de
contaminacdo durante um processo de biorremediacdo, onde houvesse interferéncias da
pluviometria. O esquema proposto com suas condi¢des de contorno foi mostrado na Figura
3.15b. Nas figuras que seguem, identificou-se como a, b, ¢, d o controle com Omm (a) e as
pluviometrias de 25, 50 e 100mm (b, c, d, respectivamente), observando-se os tempos. E, nas
figuras e, f, g, os grupos foram ilustrados por tempo, ou seja, 3, 9 e 27 dias, observando-se a
pluviometria. E importante salientar que os graficos, devido & dispersdo dos resultados nos
diferentes tempos, ndo estdo na mesma escala, e as linhas tracejadas sdo apenas uma forma de

melhor visualizagcdo dos processos ocorridos.

A Figura 4.33 apresenta tendéncias de alterac6es das concentragdes do benzeno em diferentes
regimes pluviométricos (a, b, ¢ e d) e em diferentes profundidades (e, f e g) em relacdo ao
tempo. Na Figura 4.33a é possivel identificar que quando ndo ha regime pluviométrico
estabelecido (Omm), as concentracdes de benzeno caem praticamente ao limite de deteccédo
em 9 dias na profundidade de 25 cm, enquanto que ndo ha qualquer trago do contaminante na
camada superficial ja aos 3 dias. Na auséncia de chuvas, portanto, a biorremediacédo ocorre de
maneira intensa na superficie, favorecida pela volatilizagdo, evoluindo para um solo sem
contaminagdo por benzeno a maiores profundidades (25 cm) num periodo de 9 dias. Em

momento algum a contaminacgéo atingiu os 50 cm.

A Figura 4.33b ilustra um regime pluviométrico de 25mm e mostra que a biorremediacédo do
benzeno se torna mais dificultada na presenca de maiores umidades do solo (inicialmente

colocado a 80% da capacidade de campo, ou 11% w/w). As concentracdes superficiais
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diminuem mais lentamente, e ainda ha contaminantes na superficie aos 9 dias. Da mesma
maneira vista para o regime de Omm, ndo ha contaminacdo na profundidade de 50 cm em
qualquer tempo. Entretanto, pequena parte do benzeno parece migrar além dos 25 cm, a
medida que a agua vai permeando o solo, mostrando um aumento de concentracdo nesta
profundidade em 9 dias, mas com biorremediacdo completa aos 27 dias. A volatilizacdo se

torna mais dificil pela diminuicdo da aeracéo.

As Figuras 4.33c, d mostram que quando ha um regime pluviométrico mais intenso (50 e
100mm), ha uma grande migracdo de benzeno da superficie para a profundidade, mantendo
maiores concentracOes superficiais e em profundidade (25 cm), que s&o retidas no solo por
maior tempo, em condicdo pior com 100mm. O processo de biorremediacéo € dificultado com
maiores umidades (Frankenberger, 1992; Alexander, 1994; Courseuil et al., 1998), mas ainda
assim ndo atinge a profundidade de 50 cm. Com regimes de 100mm ainda encontramos
benzeno no solo a 25 cm, com razoaveis niveis de contaminacdo, aos 27 dias (2,5 vezes a
concentracdo inicialmente encontrada no tempo zero). A frente de contaminacdo desce muito

lentamente, lixiviando os contaminantes e dificultando volatilizacao.

As Figuras 4.33e, f, g mostram, de certa forma, um resumo das observacOes anteriormente
feitas, agora ilustradas em funcdo do tempo. Os regimes pluviométricos de 50 e 100mm,
como ja analisados, mantém o benzeno na profundidade de 25 cm por mais tempo pela maior
dificuldade de volatilizacdo/biorremediacdo. Para chuvas de 100mm ainda encontramos o

contaminante no solo aos 27 dias de tratamento em 25 cm em grandes concentragdes.

A Figura 4.34 apresenta tendéncias de alteracdes das concentragdes do tolueno em diferentes
regimes pluviométricos (a, b, ¢ e d) e em diferentes profundidades (e, f e g) em relacéo ao
tempo. Na Figura 4.34a é possivel identificar que quando ndo ha regime pluviométrico
estabelecido (Omm), as concentracdes de tolueno caem praticamente ao limite de deteccéo
somente em 27 dias na profundidade de 25 cm, enquanto que ndo ha qualquer traco do
contaminante na camada superficial ja aos 3 dias. Ao contrario do benzeno visto
anteriormente, o tolueno permanece no solo por um maior periodo de tempo. Inclusive, parece
haver uma pequena migracdo para a profundidade, que retorna aos 25 cm em 3 dias. Na
auséncia de chuvas, portanto, a biorremediacdo ocorre de maneira intensa na superficie,

favorecida pela volatilizacdo, evoluindo para um solo sem contaminacdo por tolueno a
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maiores profundidades (25 cm) num periodo de 27 dias. Em momento algum, para este

parametro, a contaminacéo atingiu os 50 cm.

(a) (b)

©) (d)



126

() ()

(9)

Figura 4.33: Alteracdo das concentragdes de Benzeno nas diferentes profundidades em
relacdo ao tempo e ao regime pluviométrico aplicado
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A Figura 4.34b ilustra um regime pluviométrico de 25mm e mostra que a biorremediacdo do
tolueno também se torna mais dificultada na presenca de maiores umidades do solo. As
concentracOes superficiais diminuem mais lentamente, e ainda h4 contaminantes na superficie
aos 9 dias. Da mesma maneira vista para o regime de Omm, ndo ha contaminacdo na
profundidade de 50 cm em qualquer tempo. Pequena parte do benzeno parece migrar além
dos 25 cm, a medida que a agua vai permeando o solo, mostrando um aumento de

concentracédo nesta profundidade em 9 dias, mas com biorremediacdo completa aos 27 dias.

As Figuras 4.34c, d mostram que quando ha um regime pluviométrico mais intenso (50 e
100mm), hd uma grande migracdo de tolueno da superficie para a profundidade, mantendo
maiores concentracdes do contaminante na superficie e em profundidade (25 cm), retidas no
solo por maior tempo, em condic¢do pior com 100mm. No caso de um regime pluviométrico
de 100mm, observamos que o contaminante atinge a profundidade de 50 cm aos 9 dias,
aumentando um pouco até 27 dias. O excesso de agua no solo, causando uma diminuicdo do
O,, piorou de forma consideravel a biorremediacdo do tolueno. Se observarmos de forma
mais detalhada a Figura 4.35d, veremos que o tolueno migrou a profundidades maiores que 25
cm no tempo 9 dias, e por ndo ter por onde volatilizar, retornou aos 25 cm em 27 dias, com

contaminagéo de 5 vezes o valor inicialmente encontrado no tempo zero.

As Figuras 4.34e, f, g mostram o resumo das observagcdes anteriormente feitas, agora
ilustradas em funcdo do tempo. Os regimes pluviométricos de 50 e 100mm, como ja
analisados, mantém o tolueno na profundidade de 25 cm por mais tempo, além de ter uma
migracdo maior e atingir a profundidade de 50 cm no tempo 9 dias para 100mm. Para chuvas

de 100mm encontramos 0 contaminante no solo aos 27 dias de tratamento em 25 e 50 cm.

A Figura 4.35 apresenta tendéncias de alteraces das concentracdes do MTBE em diferentes
regimes pluviométricos (a, b, ¢ e d) e em diferentes profundidades (e, f e g) em relacdo ao
tempo. Na Figura 4.35a é possivel identificar que quando ndo ha regime pluviométrico
estabelecido (Omm), ou quando é de 25mm, as concentra¢cdes de MTBE caem praticamente ao
limite de deteccdo ja aos 3 dias tanto na profundidade de 25 cm quanto na camada superficial.
Portanto, na auséncia de chuvas e regimes pequenos (25mm), a biorremediacdo ocorre de
maneira intensa, favorecida pela volatilizacao, evoluindo para um solo sem contaminacédo por
MTBE j& aos 3 dias.
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Figura 4.34: Alteracdo das concentracGes de Tolueno nas diferentes profundidades em relacéo
ao tempo e ao regime pluviométrico aplicado
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A Figura 4.35b ilustra um regime pluviométrico de 50mm e mostra que a biorremediagdo do
MTBE se torna mais dificultada na presenca de maiores umidades do solo. As concentragdes
superficiais diminuem mais lentamente, e ainda ha contaminantes na superficie aos 9 dias. Da
mesma maneira vista para o regime de 0 e 25mm, ndo ha contaminacgéo na profundidade de 50
cm em qualquer tempo. Pequena parte do benzeno parece migrar além dos 25 cm, & medida
que a gua vai permeando o solo, mostrando um aumento de concentracao nesta profundidade
em 3 dias, mas com biorremedia¢do completa aos 27 dias. No caso de 100mm (Figura 4.35c)
ocorre a mesma coisa, porém com maior migracdo de contaminantes, mostrando grandes
concentragfes aos 3 dias em profundidade (25mm). Entdo, aos 9 dias, grande parte do
contaminante ja biorremediou, sendo que ainda encontramos concentragcdes semelhantes aos 9
dias em 27 dias, provavelmente por dificuldades de melhores taxas de biorremediacdo em

funcdo de umidade, ou retorno do MTBE de maiores profundidades a superficie.

As Figuras 4.35d, e, f mostram o resumo das observacdes anteriormente feitas, agora
ilustradas em funcdo do tempo. Os regimes pluviométricos de 50 e 100mm, como ja
analisados, mantém o MTBE na profundidade de 25 cm por mais tempo, além de ter uma
migracdo maior. Para chuvas de 100mm, ainda encontramos o contaminante no solo aos 27

dias de tratamento na profundidade de 25cm.

A Figura 4.36 apresenta tendéncias de alteragdes das concentracdes do Cg aromatico em
diferentes regimes pluviométricos (a, b, ¢ e d) e em diferentes profundidades (e, f e g) em
relacdo ao tempo. Na Figura 4.36a é possivel identificar que quando ndo ha regime
pluviométrico estabelecido (Omm), as concentracfes de Cg aromatico continuam altas até os
27 dias na profundidade de 25 cm, enquanto que ndo h& qualquer trago do contaminante na
camada superficial ja aos 3 dias. Da mesma maneira como ocorre com o tolueno, o Cg
aromatico permanece no solo por um maior periodo de tempo em 25 cm. O Cg aromatico

também néo atinge os 50 cm com Omm.
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Figura 4.35: Alteracdo das concentraces de MTBE nas diferentes profundidades em relacéo
ao tempo e ao regime pluviométrico aplicado

A Figura 4.36b ilustra um regime pluviométrico de 25mm e mostra que a biorremediagdo do
Cg aromatico, como com 0s demais contaminantes, torna-se mais dificultada na presenca de
maiores umidades do solo. As concentracdes superficiais diminuem lentamente, e ainda ha
contaminantes na superficie aos 9 dias. Da mesma maneira vista para o regime de Omm, nédo
h& contaminacdo na profundidade de 50 cm em qualquer tempo. O contaminante sofre um
processo de biorremediacdo mais lento com 25mm, porém continuo, e apresenta niveis de

contaminag&o significativos ainda aos 27 dias em 25 cm.

As Figuras 4.36¢ e d mostram que quando hd um regime pluviométrico mais intenso (50 e
100mm), ha uma migragdo de Cg aromatico da superficie para a profundidade, mantendo
maiores concentracdes do contaminante na superficie e em profundidade (25 cm), retidas no
solo por maior tempo, em condi¢do pior com 100mm. Com 50 mm observamos que 0
contaminante vai migrando naturalmente, aumentando sua concentracdo em 3 dias, e continua

migrando aos 9 dias, quando notamos uma concentracdo menor em 25 cm. Entdo, em um
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dado momento, o contaminante volta a migrar para a superficie, aumentando novamente sua
concentracdo em 27 dias em 25 cm. No caso de um regime pluviométrico de 100mm,
observamos que o0 contaminante atinge a profundidade de 50 cm aos 9 dias, apesar de ser em
pequena quantidade, aumentando um pouco até 27 dias. Da mesma forma vista para 50mm,
observamos que o Cg aromatico migrou a profundidade, aumentando sua concentracdo em 3
dias, continuando sua migracdo aos 9 dias, quando notamos uma concentragcdo menor em 25
cm. Entdo, o contaminante volta a migrar para a superficie, aumentando novamente sua
concentracdo em 27 dias em 25 cm. Neste momento, a contaminacdo por Cg aromatico € 2,5

vezes o0 valor inicialmente encontrado no tempo zero.

As Figuras 4.36e, f, g mostram o resumo das observacdes anteriormente feitas, agora
ilustradas em funcdo do tempo. Os regimes pluviométricos de 50 e 100mm, como ja
analisados, mantém o Cg aromatico em profundidade por mais tempo, além de ter uma
migracdo maior e atingir a profundidade de 50 cm no tempo 9 dias. Para qualquer regime
pluviométrico encontramos o contaminante no solo aos 27 dias de tratamento em 25 cm e em

baixas concentragdes em 50 cm para 100mm.

A Figura 4.37 apresenta tendéncias de alteragdes das concentragfes do Co+ aromatico em
diferentes regimes pluviométricos (a, b, ¢ e d) e em diferentes profundidades (e, f e g) em
relacdo ao tempo. Na Figura 4.37a é possivel identificar que quando ndo ha regime
pluviométrico estabelecido (Omm), mesmo assim as concentracbes de Cg. aromatico
continuam altas até os 27 dias na profundidade de 25 cm, enquanto ainda h4 contaminante na
camada superficial aos 3 dias. Da mesma maneira como ocorreu com 0 tolueno e Cg
aromatico, o Co. aromético permanece no solo por um maior periodo de tempo em 25 cm. O

Co+ aromético também n&o atinge os 50 cm com Omm.

A Figura 4.37b ilustra um regime pluviométrico de 25mm. As concentracdes superficiais
diminuem lentamente, e ainda h& contaminantes na superficie aos 9 dias. Da mesma maneira
vista para o regime de Omm, ndo ha contaminacdo na profundidade de 50 cm em qualquer
tempo. O contaminante sofre um processo de biorremediacdo lento e continuo com 25mm e

apresenta niveis de contaminacao significativos ainda aos 27 dias em 25 cm.
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Figura 4.36: Alteracao das concentracOes de Cg aromatico nas diferentes profundidades em
relacdo ao tempo e ao regime pluviométrico aplicado
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As Figuras 4.37c e d mostram que quando h& um regime pluviométrico mais intenso (50 e
100mm), h& uma migragdo de Co, aromatico da superficie para a profundidade, mantendo
maiores concentragdes do contaminante na superficie e em profundidade (25 cm), retidas no
solo por maior tempo, em condi¢do pior com 100mm. Com 50 mm observamos que 0
contaminante vai migrando naturalmente, e vai reduzindo sua concentracdo em 9 dias em 25
cm, e entdo o contaminante volta a migrar para a superficie, aumentando novamente sua
concentracdo em 27 dias em 25 cm, neste caso todas concentracgdes inferiores ao tempo zero.
No caso de um regime pluviométrico de 100mm, observamos que o contaminante atinge a
profundidade de 50 cm somente aos 27 dias. Da mesma forma vista para 50mm, observamos
que o Cq: aromético vai migrando naturalmente, e vai reduzindo sua concentracdo até os 9
dias em 25 c¢cm, quando entdo volta a migrar para a superficie, aumentando novamente sua
concentracdo em 27 dias em 25 cm, neste caso superior ao tempo zero. Neste momento, a
contaminagdo por Co. aromatico € um pouco maior que o valor inicialmente encontrado no

tempo zero para 25 cm.

As Figuras 4.37e, f, g mostram o resumo das observagGes anteriormente feitas, agora
ilustradas em funcdo do tempo. Os regimes pluviométricos de 50 e 100mm, como ja
analisados, mantém o Coy. aromatico em profundidade por mais tempo, além de ter uma
migracdo maior e atingir a profundidade de 50 cm no tempo 27 dias. Para qualquer regime
pluviométrico encontramos o contaminante no solo aos 27 dias de tratamento em 25 cm e em
baixas concentragfes em 50 cm para 100mm no tempo 27 dias. Ndo houve eliminacdo do

contaminante na superficie para qualquer tempo.

De forma geral, estes ensaios nos mostram a dindmica dos contaminantes no solo em funcgéo
do grau de umidade. Existe uma tendéncia natural de volatilizacdo dos contaminates, que se
torna dificultada pelo incremento da pluviometria em uma relagdo diretamente proporcional.
Em condicdes de campo, este € um parametro que inviavelmente deverd ser contabilizado,

principalmente ao considerarmos climas tropicais e subtropicais.
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Figura 4.37: Alteracdo das concentracdes de Cq: aromaticos nas diferentes profundidades em
relacdo ao tempo e ao regime pluviométrico aplicado
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4.1.11 Presenca de Metais Pesados no Solo

A andlise de metais pesados no solo foi um outro fator considerado no presente estudo, uma
vez que estes componentes inibem/ alteram o funcionamento celular. Foram avaliados os
metais cadmio, niquel, chumbo, cromo e mercurio nos tratamentos realizados. O cadmio
apresentou em todos os tratamentos concentragdes inferiores a 1 mg/kg, assim como o niquel
inferior a 5 mg/kg e o chumbo inferior a 10 mg/kg. Os valores citados sdo o limite inferior de
deteccdo do equipamento de analise. O cromo oscilou em 5,7+0,6 a 6,7+ 1,2 mg/kg nos
diversos tratamentos, e foi encontrado inicialmente tanto no solo “in natura” como no lodo
originado da agroindustria. E o mercario oscilou em 0,01+0,01 mg/kg nos diversos
tratamentos, sendo 0,01 mg/kg o valor minimo de detec¢do. Considerando os valores minimos
destes metais nos solos, recomendados pelo EPA, observamos que todos estes valores

encontram-se dentro da faixa de normalidade.

4.2 ENSAIOS EM MODELO ANIMAL

4.2.1 Cromatografia Gasosa do Solo Utilizado nos Ensaios com Modelo Animal

Como ja considerado no Capitulo 3, o solo utilizado nos experimentos com modelo animal foi
analisado ao longo dos ensaios, sendo medidas as concentragdes de hidrocarbonetos. A Figura
4.39 mostra as concentracdes dos diferentes hidrocarbonetos medidos durante uma exposi¢édo
de 24h, num periodo total de 72h. Observamos que as concentra¢fes de benzeno, tolueno e
MTBE decaem para valores minimos (< 3 mg/kg solo) j& nas primeiras 24h do inicio dos
ensaios, fato similar ocorrendo com o Cg aromatico. Os Cg: aromaticos, por possuirem
cadeias maiores, perduram por mais tempo no solo, apresentando teores menores que 50% da
concentracdo inicial com 72h. Uma vez que diversos trabalhos mostram os BTEX, em
especial o benzeno e tolueno como os hidrocarbonetos mais toxicos da gasolina, poderiamos
esperar poucos efeitos bioldgicos, ou até mesmo nenhum, a partir de 24 — 48h de ensaios. As
Figuras 4.38 e 4.39 serdo alvos de comparacdo para todos os ensaios realizados em modelo

animal.
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Em um segundo momento, buscou-se avaliar os efeitos cumulativos da exposi¢do de animais
a uma pior condicédo, sendo considerado o dobro do tempo previsto inicialmente, ou seja, 48h
(Figura 4.39). Na ocasido, foi obtida uma nova amostra de gasolina da REFAP, que
apresentou concentracdes iniciais dos hidrocarbonetos medidos superiores a 3,5x a amostra
utilizada anteriormente. Desta forma, ndo se pode inferir aumentos ou diminui¢des de algum
fator analisado ao tempo de exposicdo exclusivamente, uma vez que, se houvesse alguma
variacdo, poderia ser considerada também pela maior concentracdo. Entretanto, o fato de ndo
haver alteracdes significativas poderia sugerir que o fator em estudo ndo se alteraria por

aumentos de concentragdo ou tempo de exposicao.
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Figura 4.38: Concentracédo dos diferentes contaminantes no solo contaminado nos diversos
tempos de estudo

4.2.2 Hemograma e Plaguetas

A Figura 4.40 apresenta as variagfes encontradas na contagem de células brancas (White
Blood Cells), sendo possivel se observar um amplo desvio padrdo (valores + 1SD). O grupo
de animais exposto as primeiras 24h ao solo contaminado sofreu um aumento de WBC

significativo em relacdo ao controle (P=0,011), fato que ndo ocorreu com 0s demais grupos
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de animais expostos aos contaminantes (P>0,05). Entretanto, como discutido no item
anterior, 0 grupo exposto a 48h cumulativas pode ter tido suas WBCs aumentadas nas
primeiras 24h e ter retornado aos valores basais a seguir. Neste sentido, a exposi¢do aos
hidrocarbonetos poderia acarretar alteracdes reversiveis no que se refere a este parametro. O
aumento nas células brancas, ou leucocitose, na maioria das vezes esta relacionado a um
processo inflamatorio, sendo o principal diagnostico diferencial da leucocitose a leucemia
(Friedman, 1996). Leucocitos maduros usualmente indicam processo reativo ou leucemia
crénica. A presenca de blastos, ao contrario, é sugestiva de leucemia aguda. A presenca de
blastos no hemograma ndo foi contemplada no presente estudo. Entretanto, a histologia da
medula dssea, que permite o diagnostico de leucemia aguda, € vista no item 4.2.5 — Histologia
da medula 6ssea, rins e pulmdes. A leucocitose, de forma geral, pode ser associada a
infecgdes agudas, intoxicacdes, hemorragia aguda, processo hemolitico agudo, doencas
mieloproliferativas, necrose tissular e estados fisioldégicos (exercicios fisicos, estresse
emocional, menstruacdo e parto)(Friedman, 1996; Guyton e Hall, 2002; Faillace, 2003;
Wallach, 2000).
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A anélise das células vermelhas (Red Blood Cells, Figura 4.41), da hemoglobina (Hb, Figura
4.42), do volume corpuscular médio (VCM, Figura 4.44), da hemoglobina corpuscular média
(HCM, Figura 4.45) e da concentracdo hemoglobinica corpuscular média (CHCM, Figura
4.46) ndo mostrou qualquer alteracdo significativa (P>0,05) para qualquer que seja 0 grupo
em estudo. Da mesma forma, ndo ha qualquer efeito cumulativo em relacdo a estes
pardmetros. Aparentemente, nem mesmo um maior periodo de exposicdo a um processo de
biorremediacdo ou maiores concentragdes causaria alguma alteracdo e, caso tenha causado,
voltou aos valores basais no tempo de coleta (incluindo o grupo exposto por 48h), tempo este

em que ndo hé mais benzeno, tolueno e Cg aromaticos.

O hematocrito (Hct, Figura 4.43) sofreu uma redugdo significativa (P<0,02) nas primeiras
48h nos grupos expostos a gasolina em processo de biorremediacdo em relacdo ao grupo
exposto no periodo 48-72h. De fato foi observada uma diminui¢cdo no volume de urina dos
animais neste periodo (analisado posteriormente), podendo justificar o ocorrido por
hemodiluicdo. As alteragdes, entretanto, apesar de significativas estatisticamente, ndo o sdo
fisiologicamente, pois ndo acarretam modificagdes hemodinamicas (Goldman e Bennett,

2001; Guyton e Hall, 2002; Faillace, 2003). Inclusive, estas alteracbes ndo apresentam
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diferencas estatisticamente significativas para o controle (P>0,05). Conforme Friedman
(1996), os valores de hemoglobina e hematdcrito encontram-se normais ou préximos da

normalidade na leucocitose reativa e nas leucemias cronicas.
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Figura 4.41: Alteracdes no RBC dos animais durante o periodo de ensaios

A Figura 4.47 mostra as alteragcbes que ocorrem com as plaquetas no grupo de animais
expostos nas primeiras 24h ao experimento (P=0,01). A reducdo de plaquetas foi
acompanhada por alteragdes medulares, vistas na histologia adiante. No grupo exposto por
48h cumulativas, parece que o organismo dos animais conseguiu reverter o quadro ao final do
periodo de exposicdo, visto que se pode observar uma leve redugdo nas plaquetas sem
diferengas significativas para o grupo controle (P>0,05), mostrando que mesmo uma maior
concentracdo pode ser eliminada do organismo sem efeitos permanentes em uma exposi¢do

aguda.
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para o grupo 48-72h)
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Figura 4.47: AlteracOes nas plaquetas dos animais durante o periodo de ensaios (P=0,010
para grupo 48-72h e controle)



147

A reducéo de plaguetas em um organismo, ou plaquetopenia, pode ser causada por toxicidade
direta a producdo de plaquetas (Friedman, 1996). Sangramento pode ocorrer com contagens
muito baixas ou muito altas de plaquetas. Essas aderem ao endotélio vascular avariado através
do contato com o colageno subendotelial. A adenosina difosfato (ADP) formada a partir dos
granulos citoplasméticos das plaquetas participa na inducdo da agregacdo e coesdo. Ao
mesmo tempo, os fosfolipideos (fator 3 plaquetario) e outros constituintes celulares
secretados ativam o fator XIl de Hageman, que por sua vez, ativa a via intrinseca da cascata
de coagulagédo (Friedman, 1996; Goldman e Bennett, 2001; Guyton e Hall, 2002; Nelson e
Cox, 2002). A plaquetopenia pode também estar relacionada a efeitos de agregacdo
plaquetaria, causadas pela gasolina, talvez causando uma sindrome do tipo resposta

inflamatoria sistémica. Futuros trabalhos poderiam contemplar esta consideracao.

De forma inversa, a Figura 4.48 mostra 0 aumento no numero de linfocitos que ocorre no
grupo de animais expostos nas primeiras 24h ao experimento (P=0,031). No grupo exposto
por 48h cumulativas, parece que 0 organismo dos animais conseguiu manter o numero de
linfécitos ao final do periodo de exposicdo, sem diferencas significativas para o grupo
controle (P>0,05), mostrando que, de forma similar ao que ocorre com as plaquetas, mesmo
uma maior concentragdo de hidrocarbonetos pode ser eliminada do organismo sem efeitos

permanentes em uma exposicdo aguda.

O aumento de linfécitos em um organismo, ou linfocitose, € mais comum em criangas e €
usualmente um achado ndo-especifico associado a infecgdes virais. Nos adultos, a linfocitose
tem uma especificidade maior e consequentemente um maior valor diagnéstico. Os
mecanismos da linfocitose ndo sdo bem conhecidos (Friedman, 1996; Goldman e Bennett,
2001; Wallach, 2000). Pode ter como causas infec¢bes virais (varicela, rubéola, herpes
simples, influenza, mononucleose infecciosa, hepatite infecciosa, citomegalovirus),
bacterianas (tuberculose, pertussis), sindromes pdés-transfusdao, toxoplasmose, inducdo por
drogas (acido para-amino salicilico, difenil-hidantoina, mefentoina) ou ainda outras, como

leucemia linfocitica cronica (Friedman, 1996; Wallach, 2000).
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Figura 4.48: AlteracGes nos linfocitos dos animais durante o periodo de ensaios (P=0,031
para o grupo controle)

4.2.3 Creatinina e Uréia Sérica e Urinaria, AST, ALT, yGT, Fosfatase Alcalina,
Proteinas Totais e Proteinaria, Sédio, Potassio, Glicose, LDH, CPK, CPK-MB,
Troponina “I” e Calcio Total

Antes de iniciar as analises dos parametros acima mencionados, é interessante observar que
0s animais ensaiados, os ratos Wistar, ndo apresentaram qualquer nivel de gama-glutamil

transferase (yGT) detectavel, até mesmo em grupos expostos aos contaminantes, ficando este
parametro, portanto, fora das analises.

A Figura 4.49 apresenta o estudo da creatinina sérica dos animais nos tempos de ensaios.
Como se pode observar, ndo houve qualquer variagéo significativa (P>0,05) entre 0s grupos,
mostrando que a creatinina sérica ndo se modifica em exposi¢do aguda aos hidrocarbonetos
estudados. N&o h4, portanto, alteracdo da fungéo renal significativa. O estudo complementar
por histologia mostrard que existem pequenas alteragdes celulares nos grupos expostos ao

pior tempo de contaminag&o, ou seja, nas primeiras 24h.
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Figura 4.49: AlteracBes na creatinina sérica dos animais durante o periodo de ensaios

A Figura 4.50 mostra as alteracfes que ocorrem na creatinina urinaria ao longo do periodo de
ensaios. A andlise estatistica ndo foi considerada neste grupo porque houve problemas na
coleta de urina nos primeiros grupos. No tempo 24h tivemos duas coletas e no tempo 24-48h
apenas uma coleta foi possivel. Considerando a imensa variacdo deste parametro, vista pelo
tempo 48-72h, infelizmente esta variavel ndo pode ser considerada para estudo. A Figura fica,
entretanto, para uso em novas pesquisas, que adicionem novos valores a estes. A média

normal destes ratos é 45 mg/L.

A Figura 4.51 mostra as alteracGes da uréia excretada pela urina. Da mesma forma que a
creatinina uriaria, este parametro também ndo pode ser avaliado, uma vez que houve
dificuldes de coleta de urina, principalmente nos primeiros grupos, com média no grupo
controle de 2700 mg/dL.

A Figura 4.52 mostra uma dimunuicdo da uréia sérica no grupo exposto a 48h cumulativas ao
processo de biorremediacdo. Novamente, pode ser considerado que a varidvel pode ter

reduzido n&o apenas pelo tempo de exposic¢do, mas pela maior concentragdo da gasolina.
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Figura 4.50: AlteracGes na creatinina urinéria dos animais durante o periodo de ensaios
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A producdo catabolica de amdnia tem uma séria repercussdo bioquimica, porque é muito
toxica. As bases moleculares dessa toxicidade ndo sao inteiramente compreendidas. Nos seres
humanos, a uremia pode causar manifestagdes gastrointestinais (anorexia, nauseas, vomitos,
diarréias), manifestacdes do sistema nervoso central (desde alteragdes do sensorio até coma),
alteracGes cardiovasculares e pulmonares (Friedman, 1996; Nelson e Cox, 2002). No presente
estudo parece haver uma excre¢do maior de uréia pelo organismo, uma vez que ja existem
outros toxicos séricos provindos da gasolina. Entretanto, considerando a variagdo dos outros
grupos e a pequena variagdo fisioldgica (50 — 65 mg/dL), a alteragcdo encontrada no grupo

exposto por 48h ndo parece ter um significado importante do ponto de vista fisiologico.

As Figuras 4.53 e 4.54 mostram as variacdoes da AST e da ALT nos animais durante 0s
ensaios. A AST possui uma menor dispersdo de valores, e é possivel se observar que 0 grupo
exposto por 48h cumulativas apresentou um aumento da variavel (P<0,05) em relacdo aos
grupos 0-24h e 48-72h, mas ndo em relacdo ao grupo controle (P>0,05). Muitos
hidrocarbonetos sdo degradados no figado e excretados pela urina. No caso de uma maior
concentracdo ou maior tempo de exposicdo poderia-se esperar uma sobrecarga dos

contaminantes para o figado metabolizar, acarretando lesGes nos hepatdcitos. Entretanto, a
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Figura 4.54 mostra que a ALT possui uma grande disperséo da normalidade, ndo ocorrendo

qualquer alteracdo significativa entre os grupos (P>0,05).
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Figura 4.53: Alteracdes na AST dos animais durante o periodo de ensaios (P<0,05 para
grupos 0-24h e 48-72h)
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A AST ¢ encontrada nos seguintes 6rgdos em ordem de concentragBes decrescentes: coragao,
figado, musculo esquelético, rim e pancreas. A ALT, apesar de distribuida por todo o
organismo, é predominantemente confinada ao figado, sendo mais especifica para doencas
deste 6rgdo. Ambos os testes sdo indicadores sensiveis da necrose hepatocelular. De forma
geral, valores 10 vezes maiores que o limite superior do normal indicam lesdo hepatocelular,
como nos casos de hepatite viral, hepatite induzida por drogas ou outros toxicos, doencas
isquémicas do figado ou colangite (Friedman, 1996; Wallach, 2000). Elevacdes inferiores s&o
menos especificas, podendo, no caso deste estudo, ser até mesmo fisioldgico, ou ainda indicar

0 inicio de lesdo do coragdo, musculo esquelético, rim ou pancreas pelo aumento da AST.

As Figuras 4.55, 4.56, 4.57, 4.58 e 4.59 apresentam os estudos de fosfatase alcalina, proteinas
totais no soro, proteinas urinarias, sédio e potassio, respectivamente. Em nenhuma destas
andlises ocorreram diferencas significativas entre os grupos de estudo (P>0,05). Em relagéo a
figura que apresenta proteinas urinarias, devemos fazer as mesmas consideracfes ja feitas
para creatinina e uréia urinaria, por problemas de amostragem, ndo podendo-se excluir futuras
andlises desta variavel. Pequenas variacfes ocorreram dentro de cada grupo, todas de carater

fisioldgico, dentro da normalidade.
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Figura 4.55: AlteracGes na fosfatase alcalina dos animais durante o periodo de ensaios
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Figura 4.59: Alterac6es do potassio dos animais durante o periodo de ensaios

A Figura 4.60 ilustra as variacbes ocorridas para a glicose nos diferentes grupos.

Aparentemente, 0s animais expostos a aspiracdo de hidrocarbonetos de gasolina utilizam mais
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glicose no seu metabolismo, principalmente quando observamos que os animais submetidos
por 48h cumulativas diminuem significativamente (P<0,05) a sua glicemia. De forma geral,
apesar do grupo exposto as primeiras 24h ndo diminuir sua glicose com significancia
estatistica, € possivel se observar uma diminuicdo em relagdo aos grupos controle e 48-72h.
Foi pensada a possibilidade de se medir concomitantemente o lactato e o bicarbonato, de
forma a se verificar acidose/alcalose metabélicas associadas a falta de glicose disponivel
durante a metaboliza¢do dos hidrocarbonetos, fato que n&do foi possivel porque ndo havia

disponibilidade de equipamentos de gasometria. Fica a idéia para futuros trabalhos.
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Figura 4.60: Alteracdes da glicose dos animais durante o periodo de ensaios (P<0,05 para
grupo controle)

A Figura 4.61 apresenta a variacdo de lactato desidrogenase (LDH) nos diversos grupos e
periodos de tratamento. O Unico grupo que apresentou diferenca significativa para os demais
(P<0,02) foi o grupo de animais expostos por 48h cumulativas. A mesma consideracéo
anteriormente relatada continua valendo, ou seja, a maior concentragdo ou 0 maior tempo de
exposicao causam, neste caso, lesdo celular. A LDH é responsavel pela conversdo de lactato a
piruvato no citosol, auxiliada pela NAD+ que se converte em NADH + H (Nelson e Cox,
2002), como ja visto no Capitulo 2, sendo um bom indicativo de lesdo celular. Como o

miocardio possui transaminases, LDH, creatinaquinase e fracbes (CPK e CPK-MB) e
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proteinas especificas (troponina “I””), poderiamos considerar 0 aumento da LDH, da AST e
leucocitose um indicativo de que possa ter ocorrido lesdo do miocardio nos animais,
sugerindo-se a investigacdo de CK, CK-MB e troponina “I”. Os trés pardmetros foram
analisados e ndo foram encontradas quaisquer diferencas significativas entre 0s grupos
(P>0,05), mostrando que aparentemente ndo ha lesdo cardiaca (Figuras 5.62, 5.63 e 5.64).
Além do infarto do miocardio, a LDH em humanos encontra-se aumentada em anemia
perniciosa, crise de células falciformes, hepatite em fase precoce, linfoma maligno, IUpus
eritematoso sistémico, dermatomiosites, cancer de préstata e embolia e infarto pulmonar
(Friedman, 1996; Goldman e Bennett, 2001; Guyton e Hall, 2002; Wallach, 2000).
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Figura 4.61: Alteracdes da LDH dos animais durante o periodo de ensaios (P<0,02 para
grupo controle)
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Figura 4.63: Alteragdes das Fragdes MB dos animais durante o periodo de ensaios
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Figura 4.64: Alteracdes da Troponina “I” dos animais durante o periodo de ensaios

A Figura 4.65 apresenta as alteracfes do célcio sérico total para os diferentes grupos nos
periodos de ensaios. Observa-se que ha uma tendéncia de aumento do céalcio nas primeiras
24h de exposicdo a gasolina, diminuindo sua concentra¢do nas horas consecutivas até atingir
o valor controle no terceiro dia de exposi¢cdo. O primeiro grupo apresenta uma alteracdo
significativa para o grupo controle (P<0,02) e o grupo exposto por 48h cumulativas (P<0,02).
No caso do grupo exposto por 48h cumulativas, parece que o animal se reestabelece apds as
primeiras 24h do inicio dos experimentos, sem que haja qualquer alteracdo residual. Como ja
observado anteriormente, por ser este um grupo exposto a uma concentracdo inicial maior,
observa-se que ndo hé correlagdo entre concentracdo inicial de hidrocarbonetos e célcio total
ao final de 48h. Conforme Wallach (2000), o célcio estd aumentado em hiperparatireoidismo
devido a hiperplasia ou adenoma das paratiredides, excesso de ingestdo de vitamina D, tumor
6sseo, osteoporose aguda, hipofosfatemia infantil, hipertireoidismo, hiperproteinemia. Para a
correta interpretagdo do calcio no soro, devemos conhecer a proteinemia total, que no
presente trabalho ndo mostrou qualquer alteracdo entre os grupos. Friedman (1996) relata
haver ainda hipercalemia em leucocitose, hemolise e trombocitose, além de acidose

metabolica.
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Figura 4.65: Alteracdes do Calcio Total dos animais durante o periodo de ensaios (P<0,02
para grupo 0-48h e controle)

4.2.4 Condutividade Elétrica e pH Celular

4.2.4.1 Condutividade Elétrica e pH Renal e Pulmonar

A Figura 4.66 ilustra as altera¢cbes no pH do macerado renal nos diferentes grupos e dias de
tratamento. Observa-se que 0S grupos expostos no primeiro momento de contaminacéo,
incluindo o grupo com efeito cumulativo, apresentam acidificacdo do macerado renal em
relacdo ao controle e ao grupo exposto mais tardiamente, com significancia estatistica
(P<0,04). Infelizmente ndo foi possivel a verificacdo dos pardmetros responsaveis pelo
ocorrido, visto que a creatinina, proteinas e uréia urinaria ndo puderam ser analisadas,

enquanto ndo houve altera¢des nas condigdes séricas.
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Figura 4.66: Alterac6es do pH do macerado de rim dos animais durante o periodo de ensaios
(P<0,04 para grupo controle)

A Figura 4.67 apresenta um estudo da condutividade elétrica normalizada por peso de rim. Os
testes normalizados ndo mostraram significancia estatistica (P>0,05) entre 0s grupos.
Entretanto, a Figura 4.68 mostra a condutividade elétrica normalizada pela relacdo peso de
rim sobre peso de proteinas renais para todos 0s grupos, onde é possivel se observar que esta
relacdo normalizada diminui significativamente (P<0,04) nos grupos sujeitos a aspiracao de
hidrocarbonetos de gasolina. Foi feita uma tentativa em se analisar quais foram o0s
fatores/varidveis contribuintes para este fendmeno. A creatinina e uréia séricas ndo mostraram
significancia estatistica (P>0,05) em todos os grupos quando comparadas ao controle (visto
anteriormente), assim como o sodio e potéassio (P>0,05). Apesar do potassio ndo ter
apresentado significancia estatistica, os valores séricos deste ion diminuiram nas primeiras
24-48h, assim como o sodio no periodo cumulativo de 48h, talvez contribuindo para as
alteracBes na excrecdo de ions e consequentemente diminuindo a relagdo da condutividade
elétrica normalizada do rim. Guyton e Hall (2002) e Nelson e Cox (2002) discutiram a
importancia fisiolégica dos organismos em manterem o pH sérico, parametro que foi
eficientemente mantido pelos animais nos experimentos. A resposta inflamatéria do
organismo por meio de citocinas, a-TNF, Oxido nitrico, etc pode influenciar as modifica¢Ges

na atividade elétrica das células e pode ser contemplada em trabalhos futuros.
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grupo controle)
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A Figura 4.69 ilustra as alteragdes no pH do macerado pulmonar nos diferentes grupos e dias
de tratamento. Para todos os tratamentos realizados, observa-se que ndo ha significancia
estatistica (P>0,05) entre os grupos, mostrando que se houve alguma alteracdo, ndo foi

relacionada a ions de hidrogénio.
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Figura 4.69: Alteragdes do pH dos macerados de pulmé&o dos animais durante o periodo de
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A Figura 4.70 apresenta um estudo da condutividade elétrica normalizada por peso de
pulmdo. Os testes normalizados mostraram que hé significancia estatistica (P=0,032) do
grupo exposto nas primeiras 24h em relacdo aos expostos por 48-72h. O grupo controle ndo
apresentou diferenca significativa para o grupo de 24h (P>0,05), apesar deste Ultimo mostrar
uma tendéncia de diminuicdo do parametro normalizado. Sugere-se novos estudos com

grupos contendo maior quantidade de individuos a fim de se estabelecer um padréo.

A Figura 4.71 mostra a condutividade elétrica normalizada pela relacdo peso de pulmédo e
peso de proteinas renais para todos os grupos, onde € possivel se observar que esta relacéo
normalizada diminui significativamente (P<0,004) no grupo sujeito a aspiragdo de
hidrocarbonetos de gasolina nas primeiras 24h. Novamente, apesar de haver uma tendéncia de
dimuicdo do pardmetro normalizado nas primeiras 24h, devemos considerar a realizagdo de

novos estudos para quantificar melhor as variaveis.
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Figura 4.70: Alteracdes da condutividade elétrica dos macerados de pulmé&o dos animais
normalizada por peso de pulméo durante o periodo de ensaios (P=0,032 para grupo 48-72h)
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Figura 4.71: Alteracdes da condutividade elétrica dos macerados de pulmé&o dos animais
normalizada por peso de pulmé&o e por proteinas durante o periodo de ensaios (P<0,004 para
grupo controle)
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Poderia se supor que a estabilidade do pH esta baseada nas altera¢des idnicas. A importancia
dos ions pode ser explicada da seguinte maneira: quando ha lesdo de membrana, ions e
moléculas passam em ambas as dire¢bes. As alteracdes da microvasculatura também sdo um
fator importante que deve ser considerado, causando uma resposta inflamatoria do organismo.
A molécula de oxigénio produz reagdes nas células, formando radicais livres e induzindo a
peroxidacao de lipideos de membrana, alterando sua integridade e aumentando sua fluidez e

permeabilidade (Kumar et al., 2005).

4.2.4.2 Condutividade Elétrica e pH do Sangue e da Urina

As Figuras 4.72 e 4.73 ilustram o pH e a condutividade elétrica do plasma normalizada por
peso de proteinas. Observa-se que o organismo dos animais consegue manter ambos 0S
parametros em qualquer condicdo de exposicdo sem diferenca significativa entre 0s grupos
(P>0,05), apesar de haver uma acidificacdo do pH na condi¢do de 48h cumulativas. Como ja
discutido anteriormente, foi feita uma tentativa em se analisar quais foram os fatores/
variaveis contribuintes para este fendmeno. Guyton e Hall (2002) e Nelson e Cox (2002)
discutiram a importancia fisioldgica dos organismos em manterem o pH sérico, parametro que

foi eficientemente mantido pelos animais nos experimentos.

Nas Figuras 4.74 e 4.75 tentou-se avaliar as alteracGes de pH e condutividade elétrica urinaria
normalizada por proteinas urinarias, parametros que ndo puderam ser analisados com maior

acuidade por problemas de coleta de urina nos ensaios com contaminantes.
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4.2.5 Histologia da Medula Ossea, Rins e Pulmdes

As Figuras 4.76a e b mostram uma medula 6ssea normal, dos ratos controle, com distribuigdo
normal dos elementos medulares, com 50x e 400x de aumento. Na Figura 4.76¢ e d observa-
se necrose e apoptose difusa, mostrando lesdo irreversivel dos elementos medulares para o
grupo exposto nas primeiras 24h para 50x e 400x. Ha uma medula hiperpopulada com reacéo
leucemoide. Da mesma forma, encontramos exatamente a mesma lesdo e reacGes para 0s
grupos expostos até 72h (Figura 4.76e, f, g e h). O fato mostra que independentemente dos
volateis e de sua concentragdo, além da presenga dos demais hidrocarbonetos, ha uma reagdo
da medula devido a intoxicagéo, causando lesdo. Surpreendentemente, no grupo exposto por
48h cumulativas (Figura 4.76i e j), a histologia mostra uma medula de aspecto morfologico
normal, com apenas leve diminuicdo da série branca. A partir desta observacao é possivel se
pressupor a existéncia de um mecanismo de agressdo e recuperagdo da medula 6ssea que
independe do grau de contaminacao e do tempo de exposi¢cdo. Aparentemente, ha uma intensa
lesdo medular nas primeiras 24h de exposi¢cdo ao contaminante e, com 0 passar do tempo,
apesar de continuar exposto, 0 animal consegue reverter o quadro. O fato pode explicar
porque frentistas e outros trabalhadores de refinarias, etc conseguem manter suas atividades
diarias sem que haja maiores consequéncias, uma vez que a medula dssea sofre um processo

de adaptacdo nas horas seguintes a exposi¢do. 1sso ndo se aplica a longo prazo.

A histologia dos pulmdes nos diferentes grupos pode ser vista na Figura 4.77. A Figura 4.77a
e b mostram o grupo controle, com espacos alveolares aerados, com auséncia de edema ou
reacdo inflamatdria. As Figuras 4.77c e d apresentam 0 grupo exposto as primeiras 24h,
mostrando infiltrado com polimorfonucleares e mononucleares (linfécitos) em espacgo
perialveolar com espessamento alveolar importante, congestdo venular e células apoptdticas.
Observa-se ainda pneumonite descamativa e secre¢do bronquica, além de intenso enfisema.
Nas Figuras 4.77e e f observa-se 0 mesmo padrdo para o grupo submetido no periodo de 24 —
48h, com o aparecimento de restos celulares e hemorragia. No grupo exposto durante o
periodo de 48 — 72h (Figura 4.77g e h) observa-se um pouco de melhora do quadro do dia
anterior, com lesdes préximas principalmente aos bronquios mais calibrosos. O grupo de 48h
cumulativas apresenta 0 mesmo padrdo do anteriormente descrito (Figura 4.77i e j). Observa-
se que da mesma forma que a medula, ndo importa 0 grau ou o periodo exposto a

contaminacdo, a lesdo sempre ocorre. Entretanto, o pulmé&o ndo consegue se regenerar como a
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medula 6ssea no tempo de 48h cumulativas, possivelmente necessitando de um periodo bem
maior. Ao contrario do que se poderia esperar, 0s BTEX ndo sdo os principais causadores de
lesdo aguda tanto na medula como nos pulmdes, pois observa-se sempre 0 mesmo padréo,

inclusive em um periodo onde estes contaminantes ndo estdo mais presentes no solo.

(@) (b)

(c) (d)

(€) (f)
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(9) (h)

(i) ()
Figura 4.76: Alteraces histologicas da medula 6ssea em aumentos de 50x (coluna da

esquerda) e 400x (coluna da direita), para o grupo controle (a, b), 0 — 24h de exposicéo (c, d),
24 — 48h (e, f), 48 — 72h (g, h) e 48h cumulativas (i, j)

Por fim, a Figura 4.78 mostra a histologia dos rins nos diferentes grupos. A Figura 4.78a e b
mostram o grupo controle, com glomeérulos normais e alca de Henle normais, sem edema ou
reacdo inflamatdria. H& diminuta vacuolizacdo do epitélio tubular, com predominio de células
da cortical. Na Figura 4.78c e d observa-se que ha um aumento da vacuolizac¢do do epitélio
dos tabulos renais, mantendo o predominio de células da cortical, sem demais alteracdes.
Observa-se que o padrdo encontrado na Figura 4.78c e d se mantém em e, f, g e h, voltando a

condicdo basal, ou seja, idem ao controle, em i e j.

Alteracdes tubulares vacuolares ou hidrépicas ocorrem nas células tubulares em uma ampla
variedade de condi¢Oes. Tais alteracdes sdo freqlentemente referidas como nefrose osmotica,
pois representam um distarbio das relagdes osméticas normais dentro da célula. Em alguns
casos, estas alteracdes histologicas estdo relacionadas a administracdo intravenosa de

substancias como a sucrose, dextrano ou manitol. Também sdo observadas em cadaveres
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doadores de rim, e algumas vezes na hipocalemia (Meadows, 1973; Junqueira e Carneiro,
2004). A vacuolizagdo, por ser uma reacdo inespecifica, explica o fato de ndo ter havido

qualquer alteracao de creatinina sérica.

(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)
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(9) (h)

(i) ()
Figura 4.77: Alteragdes histologicas do pulmédo em aumentos de 50x (coluna da esquerda) e
400x (coluna da direita), para o grupo controle (a, b), 0 — 24h de exposigéo (c, d), 24 — 48h (e,
f), 48 — 72h (g, h) e 48h cumulativas (i, j)

4.2.6 Consideracdes Finais sobre Toxicidade e Lesdo Celular

Conforme o EPA (2005), o biomonitoramento de compostos organicos volateis € dificil de ser
obtido, pois estes gases ndo persistem por muito tempo no organismo. Por esta razéo, dados
de biomonitoramento sdo indicativos de exposicao recente. O ATSDR (2005) sugere como
estudos de rotina de laboratério a verificacdo do hemograma com plaquetas, glicose e
eletrolitos em populagdes expostas agudamente. No caso de inalagfes mais severas, sugere a
realizacdo de eletrocardiograma (ECG), testes de funcdo renal, raio-X de térax e
monitorizacdo do paciente por oximetria de pulso. O 6rgdo dos EUA relata ainda que a
identificacdo, ou medidas diretas dos hidrocarbonetos no sangue ndo tem aplicacdo clinica,

apesar destes testes serem utilizados para documentar a exposi¢do. No Brasil, 0 Ministério da
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Saude, através da Norma 7 (NR7), preconiza a investigacdo de fenol, carboxi-hemoglobina,
acido hipurico, acido metil-hipurico e acido trans-trans-muconico em populacdes expostas a
hidrocarbonetos. A presente pesquisa mostra a importancia da realizacdo de hemograma com
plaquetas, uréia, AST, eletrélitos (potassio e calcio ibnico, ou calcio total com proteinas),
glicose, LDH e exame comum de urina para a monitorizacdo de populacGes expostas a

hidrocarbonetos, compativel com as sugestdes do ATSDR (2005).

(@) (b)

() (d)

(€) (f)
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(9) (h)

(i) ()
Figura 4.78: Alteragdes histologicas do rim em aumentos de 50x (coluna da esquerda) e 400x
(coluna da direita), para o grupo controle (a, b), 0 — 24h de exposicéo (c, d), 24 — 48h (e, f),
48 — 72h (g, h) e 48h cumulativas (i, j)

4.3 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho abrange um estudo integrado que busca as relagdes existentes entre
processos de biorremediacdo e alteracGes das condi¢des fisioldgicas dos organismos que
habitam os locais contaminados. Observou-se que materiais organicos melhoram as
caracteristicas gerais dos solos ao final dos tratamentos ao mesmo tempo retém o
contaminante por um maior periodo de tempo. Existe uma clara influéncia dos
microrganismos nos processos de biorremediacdo da gasolina e diesel analisados. A umidade
retém e auxilia na mobilizacdo de contaminantes nos solos, identificados por cromatografia
gasosa. Quanto aos testes em modelo animal, observou-se alteragcdes importantes no seu

metabolismo/fisiologia/histologia e, em especial, identificou-se um novo exame que pode
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auxiliar na andlise fisiopatoldgica de o6rgdos. Uma perfeita integracdo entre as areas de
engenharia geotécnica, agronomia, medicina, biologia e farméacia e biogquimica foi obtida,

provando a necessidade de projetos multidisciplinares no futuro da pesquisa.

“Nao se pode conhecer o todo sem as partes e nem as partes sem o todo™
(Blaise Pascal, 1623-1662)



CAPITULO 5- CONCLUSOES

A seguir sdo apresentadas as conclusdes desta pesquisa, divididas em biorremediacdo do solo,

toxicidade e les@o celular em modelo animal e sugest6es para futuros trabalhos.

5.1 BIORREMEDIACAO DO SOLO

A incorporacdo de gasolina e diesel ao solo com e sem adigdes produziu alteracfes na
evolucdo cumulativa de CO, quando comparada ao solo controle. O processo de remediacéo
com lodo inicia com um grande incremento de CO,, enquanto a adi¢do da gasolina com e sem
NPK ao lodo parece inciar o processo somente alguns dias apds a mistura. O solo com
gasolina com e sem NPK tem uma evolugdo de CO, mais lenta, sendo que apenas aos 10 dias
0 NPK parece fazer algum efeito no tratamento. A adicdo de NPK as amostras contendo lodo
ndo trouxe qualquer beneficio ao processo de biorremediacdo j& que o lodo por si s6 contém

todos os elementos necessarios ao crescimento microbiano.

A atividade microbiana medida através da liberacdo de CO, ndo apresentou diferencas
significativas ao final do periodo de tratamento para as gasolinas utilizadas (posto de
combustivel e REFAP). A resposta da bioestimulacdo, através da adicdo de nutrientes é
significativa quando comparamos as gasolinas com e sem o NPK, e mais ainda quando

comparados aos niveis de CO; liberado destes tratamentos com o controle.

A analise pelo método da Iamina enterrada mostrou que, nas amostras contaminadas com
gasolina e diesel sem adi¢cdes, ndo houve a ocorréncia de fungos, sendo encontrados apenas
alguns actinomicetos (nenhum na gasolina) e uma pequena quantidade de bactérias. A adicdo
de lodo produz um aumento significativo da atividade microbiana, a qual ¢ mantida até

mesmo apos a adicdo dos contaminantes.

A analise microbiana por contagem direta mostrou que ha uma queda inicial do nimero de
fungos em todos os tratamentos realizados contendo gasolina, em funcédo da estabilizagdo do
microcosmo ao novo ambiente. No solo natural (controle) e no tratamento com lodo ha um

aumento do numero de fungos. No caso dos tratamento com solo e gasolina (“atenuacao
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natural”) e nos casos com bioestimulagdo com NPK também h& a mesma queda no numero de
fungos no inicio do processo de remediacdo, porém necessitando de um maior tempo para a
aclimatacdo da populagdo fangica. Ao considerar a contagem bacteriana, observa-se um
rapido crescimento no caso do solo controle e do lodo ja ao inicio dos tratamentos, passando
por periodos de oscilacdo e atingindo um patamar. Nos solos com gasolina h4 uma queda no
numero de bactérias em relacdo a contagem inicial. E o tratamento com gasolina e NPK

apresenta uma estabilizacdo desde o inicio do tratamento.

A Pseudomonas sp. foi encontrada em todos os tratamentos. O Aspergillus sp. nao foi
encontrado de maneira significativa em qualquer um dos tratamentos apds sua contaminacgao
ou mesmo estimulacdo. Na analise do lodo, foi possivel a observacao de um rico consércio de

microrganismos, contendo Penicillium sp. e diversos tipos de bacilos gram-positivos.

Na primeira etapa da pesquisa, observou-se que a adigdo dos contaminantes ao solo néo
produziu variacdo significativa de pH ao longo do tempo. Entretanto, a analise do pH na
segunda etapa dos ensaios mostra que ha uma tendéncia de queda ao final do periodo —
acidificacdo — para praticamente todos os tratamentos. A variacdo total é pequena e ocorre

numa faixa menor que 1,0.

A contaminacao por gasolina pura no solo tende a manter estavel a condutividade elétrica do
solo ao longo do periodo de biorremediacdo, e diminui com a adicdo de NPK. No solo
controle, ao contrario, observa-se uma tendéncia natural de aumento da condutividade, em
uma relacdo inversamente proporcional ao pH. No caso dos tratamentos com lodo, observa-se
também uma tendéncia de aumento de condutividade elétrica com o tempo. Ao consider-se 0
solo com lodo, gasolina e NPK verifica-se uma relacéo inversa, ou seja, 0 NPK parece causar

uma reducéo da condutividade elétrica ao longo do tempo.

Nos ensaios com gasolina e diesel oriundos do posto de combustivel, as maiores taxas na
forma de amdnia ocorreram principalmente nos tratamentos com a adi¢do de nutrientes (lodo
e NPK) com diferencas significativas quando comparados as amostras controle. E nos ensaios

com a gasolina da REFAP, observa-se basicamente 0 mesmo.

Foi feita uma analise por cromatografia gasosa em microcosmos estéreis e nao-estéreis para
fins de verificacdo dos efeitos da microbiota nos compostos volateis. Os testes foram

realizados apenas com a contaminagdo de gasolina sem NPK e com NPK. De forma geral, os
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dados obtidos mostram um significante efeito da microbiota na biorremediagdo dos

hidrocarbonetos analisados.

Apesar da volatilizagdo do benzeno e toluneno ser intensa, observa-se uma importante
contribuicdo da microbiota, quando vemos que nos solos contendo 0os microrganismos ja ndo
ha& mais estes hidrocarbonetos no tempo de aproximadamente 24h do inicio dos experimentos.
Idem ao estudo feito anteriormente para o benzeno e o tolueno, a microbiota ajuda a remover
rapidamente o Cg j& nas primeiras 24h. Ao contrario dos outros componentes da gasolina, as
fracbes Co+ sd0 mais dificeis de serem degradadas levando maior periodo de tempo para
serem removidas dos solos. Diferentemente das demais andlises, os Co: aromaticos ainda

perduram no solo apos 26 dias.

O lodo industrial retém os hidrocarbonetos em sua matriz por um periodo maior de tempo. A
redugdo aos mesmos niveis encontrados para os demais tratamentos leva em torno de 6 dias a
mais para ocorrer, ficando ainda uma parcela residual até o 35° dia. Apesar de trazer uma
condigdo ambiental melhor ao final dos tratamentos, este pode ser um fator crucial para a

saude publica de populagdes que vivam ao redor de vazamentos de combustiveis.

A variagédo do pH do solo com a concentracdo de gasolina mostrou que o pH aumenta com 0
incremento do contaminante, atingindo um patamar aos 6mL/20mL agua em 4,9. Entretanto,
para fins praticos, as diferencas de valores sdo muito pequenas. No caso do diesel ndo houve

qualquer variacdo quando se aumenta ou diminui a quantidade do contaminante.

Na avaliagdo da variagdo da condutividade elétrica na gasolina, observou-se que h4,
inicialmente, um aumento da condutividade, que decai com o incremento do contaminante.
No caso do diesel, temos uma exponencial decrescente até 8mL/10g solo, a partir de onde a
condutividade elétrica se torna constante em 8uS. Contaminagfes de até 3mL/10g solo

poderiam ser confundidas com o solo controle.

H& um aumento significativo da formacdo de agregados de solo durante os processos de
biorremediacdo. Todos os tratamentos mostraram agregacdo de solo, com correspondente
diminuicdo das particulas mais finas. Nos tratamentos com “bioaugmentacao”, este aumento

chega a ser maior que 100%.
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H& uma influéncia significativa dos regimes pluviométricos na percolagdo de contaminantes
no solo. Quando ndo ha regime pluviométrico estabelecido, as concentracdes dos
contaminantes avaliados caem ao limite de deteccdo em um periodo menor de tempo. Com
regimes pluviométricos, a biorremediacdo se torna mais dificultada e as concentracGes
superficiais diminuem mais lentamente. A volatilizagdo se torna mais dificil pela diminuigdo
da aeracdo no solo. Em regimes pluviométricos mais intensos (50 e 100mm), ha uma maior
migracdo de contaminantes da superficie para a profundidade. A ordem de biorremediacéo

ocorre primeiramente para o benzeno, seguido pelo tolueno, Cg aromatico, Cg. aromatico

A andlise de metais pesados no solo mostrou uma baixa concentracdo dos elementos
avaliados. Considerando os valores minimos destes metais nos solos, recomendados pelo

EPA, observou-se que todos os valores encontravam-se dentro da faixa de normalidade.

5.2 TOXICIDADE E LESAO CELULAR EM MODELO ANIMAL

Nos experimentos em modelo animal, observou-se que as concentragdes de benzeno, tolueno
e MTBE decaem para valores minimos (< 3 mg/kg solo) ja nas primeiras 24h do inicio dos
ensaios. O Cg aromatico também diminuiu sua concentracdo durante o periodo de ensaios,
mas somente chega ao limite de detecgdo em 72h. Os Cy. aromaticos, por possuirem cadeias
maiores, perduram por mais tempo no solo, apresentando teores de até 50% da concentracao

inicial com 72h.

O grupo de animais exposto as primeiras 24h ao solo contaminado sofreu um aumento de
células brancas (White Blood Cells) significativo em relagdo ao controle, fato que nao
ocorreu com os demais grupos de animais expostos aos contaminantes. A analise das células
vermelhas (Red Blood Cells), da hemoglobina (Hb), do volume corpuscular médio (VCM), da
hemoglobina corpuscular média (HCM) e da concentracdo hemoglobinica corpuscular média
(CHCM) nédo mostrou qualquer alteracdo significativa para qualquer que seja 0 grupo em
estudo. O hematdcrito (Hct) sofreu uma reducdo significativa nas primeiras 48h nos grupos
expostos a gasolina. As alteracdes, entretanto, apesar de significativas estatisticamente, ndo o
sdo fisiologicamente, pois ndo acarretam modificacdes hemodinamicas. Houve plaquetopenia
no grupo de animais expostos as primeiras 24h do experimento. A reducdo de plaquetas foi

acompanhada por alteracdes medulares, vistas na histologia. E houve um aumento no numero
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de linfécitos no grupo de animais expostos nas primeiras 24h ao experimento. Nos grupos
expostos por 48h cumulativas, parece que o organismo dos animais consegue reverter o

quadro ao final do periodo de exposicao.

N&o houve alteracGes da creatinina sérica entre 0s grupos, mostrando que a creatinina serica
ndo se modifica em exposi¢do aguda aos hidrocarbonetos. No caso da creatinina urinéria, a
analise estatistica ndo foi considerada porque houve problemas na coleta de urina nos
primeiros grupos. E houve uma dimunuicdo da uréia sérica no grupo exposto por 48h
cumulativas. Entretanto, considerando a variacdo dos outros grupos e a pequena variacdo
fisiologica (50 — 65 mg/dL), a alteracdo encontrada no grupo exposto por 48h ndo parece ter

um significado importante do ponto de vista fisioldgico.

A AST possui pouca dispersdo de valores, e é possivel se observar que o grupo exposto por
48h cumulativas apresentou um aumento da variavel. No caso de uma maior concentracdo ou
maior tempo de exposi¢do poderia-se esperar uma sobrecarga dos contaminantes para o
figado metabolizar, acarretando lesdes nos hepatocitos. Entretanto, a ALT possui uma grande
dispersdo da normalidade, ndo ocorrendo qualquer alteracdo significativa entre os grupos
(P>0,05). Os ratos Wistar ndo apresentaram qualquer nivel de gama-glutamil transferase
(yGT) detectavel, até mesmo em grupos expostos aos contaminantes, ficando este parametro,

portanto, fora das andlises.

A fosfatase alcalina, as proteinas totais no soro e proteinas urinarias, o s6dio e o potassio ndo
apresentaram diferencas significativas entre os grupos de estudo. Da mesma forma, a
creatinaquinase e fracdes (CPK e CPK-MB) e proteinas especificas (troponina “I””) foram
analisadas, sem que fosse encontrada qualquer diferenca significativa entre 0s grupos,

mostrando que, aparentemente, ndo ha lesdo cardiaca.

Os animais expostos a aspiracdo de hidrocarbonetos de gasolina necessitam de mais glicose
para suas atividades metabolicas. De forma geral, apesar do grupo exposto as primeiras 24h
ndo diminuir sua glicose com significancia estatistica, é possivel se observar uma diminuicéo

em relacdo aos grupos controle e 48-72h.

A lactato desidrogenase (LDH) mostrou uma diferenca significativa do grupo exposto por 48h

cumulativas para os demais grupos. E com relacdo ao calcio sérico total, observou-se que ha
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uma tendéncia de aumento nas primeiras 24h de exposicdo a gasolina, diminuindo sua

concentracdo nas horas consecutivas até atingir o valor controle no terceiro dia de exposicao.

Observou-se que 0s grupos expostos no primeiro momento de contaminacdo, incluindo o
grupo com efeito cumulativo, apresentam acidificacdo do macerado renal em relacdo ao
controle e ao grupo exposto mais tardiamente. O estudo da condutividade elétrica
normalizada por peso de rim ndo mostrou significancia estatistica entre os grupos. Entretanto,
a condutividade elétrica normalizada pela relagdo peso de rim sobre peso de proteinas renais
mostra que esta relacdo normalizada diminui significativamente nos grupos sujeitos a

aspiracao de hidrocarbonetos de gasolina.

O pH do macerado pulmonar nos diferentes grupos e dias de tratamento ndo mostrou
alteracGes. E o estudo da condutividade elétrica normalizada por peso de pulmédo mostrou que
ha significancia estatistica do grupo exposto nas primeiras 24h em relacdo aos expostos por
48-72h e 48h cumulativas. O grupo controle ndo apresentou diferenca significativa para o
grupo de 24h, apesar do Gltimo mostrar tendéncia de diminuicao do parametro normalizado. E
a condutividade elétrica normalizada pela relagdo peso de pulmé&o e peso de proteinas renais
mostrou que a relacdo normalizada diminui significativamente no grupo sujeito a aspiracao de

hidrocarbonetos de gasolina nas primeiras 24h.

O pH e a condutividade elétrica do plasma normalizada por peso de proteinas mostrou que
ndo ha diferenca significativa entre os grupos (P>0,05), apesar de haver uma acidifica¢do do

pH na condicdo de 48h cumulativas. Os parametros urinarios ndo puderam ser avaliados.

Nos animais expostos aos hidrocarbonetos por 24h, a medula 6ssea apresentou necrose e
apoptose difusas, mostrando lesdo irreversivel dos elementos medulares, uma medula
hiperpopulada com reacdo leucemdide. No grupo exposto por 48h cumulativas, a histologia
mostrou uma medula de aspecto morfologico normal, com apenas leve diminuicdo da serie
branca. A partir desta observacdo foi possivel pressupor a existéncia de um mecanismo de
agressdo e recuperacdo da medula 0ssea que independe do grau de contaminagédo e do tempo

de exposicéo.

A histologia dos pulmdes nos diferentes grupos expostos a gasolina mostrou um infiltrado
com polimorfonucleares e mononucleares (linfécitos) em espaco perialveolar com

espessamento alveolar importante, congestdo venular e células apoptéticas. Observou-se
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ainda pneumonite descamativa e secre¢do brénquica, além de intenso enfisema, piorando nas
horas seguintes com o aparecimento de restos celulares e hemorragia. Ao contrario do que se
poderia esperar, 0s BTEX ndo sdo os principais causadores de lesdo aguda tanto na medula
como nos pulmdes, pois observa-se sempre o mesmo padréo, inclusive em um periodo onde

estes contaminantes ndo estdo mais presentes no solo.

Nos rins dos animais expostos por 24h observou-se uma vacuolizacdo do epitélio dos tubulos
renais, mantendo o predominio de células da cortical, sem demais alteragdes, voltando ao

padrdo normal em 48h cumulativas.

Por fim, sugere-se um protocolo para exames de rotina de populagfes expostas a
hidrocarbonetos composto de hemograma com plaquetas, creatinina e uréia, exame comum de
urina, aspartato aminotransferase, eletrolitos (potassio e célcio ibnico, ou célcio total com

proteinas séricas), glicose e lactato desidrogenase.
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SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

Estudar os processos de biorremediagdo em outros tipos de solos, em especial argilas,

que sdo solos predominantes nos ambientes tropicais e subtropicais;

Avaliar a biorremediacdo através de cromatografia em intervalos mais curtos de

tempo, analisando de forma detalhada a volatilizacgao;

Estudar os processos de biorremediacdo com cepas especificas em solos esterilizados;

Estudar percolacdo e biorremediacdo em diferentes profundidades, com novas
condicBes de contorno e em corpos de prova com outros didmetros, associando-se a

uma técnica de elementos finitos e fractais;

Avaliar formacao de biofilmes por microscopia eletronica;

Estudar agregacdo em diferentes tempos e em outros solos contaminados, avaliando

sua resisténcia ao cisalhamento e permeabilidade;

Avaliar macerados de outros 6érgdos e aumentar o nimero de animais, obtendo-se

curvas para futuras avaliacdes patoldgicas;

Estudar diferentes respostas bioldgicas de animais expostos por diferentes tempos e
efeitos cumulativos, isolando-se por compostos quimicos especificos, buscando-se

identificar os reais causadores de lesao;

Avaliar a sobrevida dos animais apds serem retirados do ambiente contaminado;

Avaliar fatores de agregagdo plaquetéria, resposta inflamatoria, relagdes de glicose
com o lactato, o bicarbonato e o cortisol, além de uma melhor avaliacdo da urina com

0 exame comum de urina;
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