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RESUMO

O sucesso nas técnicas de biorremedia¢do depende de fatores como: caracteristicas do local,
fatores ambientais, natureza do contaminante (temperatura, pH e nutrientes), presenca de genes
biodegradativos adequados, natureza da contaminacdo, entre outros. Os anelideos podem
auxiliar nessas caracteristicas, através de suas propriedades bioldgicas, quimicas e fisicas,
promovendo a aeracao do solo, a melhoria de sua caracteristica nutricional, contribuindo ainda
na liberagdo dos contaminantes aderidos nas particulas do solo, além de auxiliar na dispersao
dos microrganismos degradantes. Embora haja relatos do uso de anelideos na degradacao de
compostos organicos, como derivados de petroleo, nao foram encontrados relatos da eficiéncia
desta técnica como auxiliar na degradacdo do biodiesel. Objetivou-se, portanto, analisar a
capacidade de anelideos para o auxilio na remediacio de um solo residual de basalto
contaminado por biodiesel. Realizaram-se ensaios de toxicologia (letalidade e fuga), visando
analisar a capacidade de duas espécies de anelideos em sobreviver no ambiente contaminado
(Eisenia andrei e Eudrilus eugeniae). Com base nos ensaios de toxicologia (letalidade e fuga)
realizou-se ensaios de remediacdo na espécie que apresentou melhor resisténcia ao
contaminante, utilizando-se esterco bovino (5g por semana por kg de solo) como
bioestimulante, visando analisar a degradacdo do biodiesel no decorrer do tempo. Os anelideos
foram resistentes a contaminagdes de biodiesel até a proporcao de 2% (Eisenia andrei) e 3%
(Eudrilus eugeniae), porém tendem a evitar solos contaminados para concentragdes acima de
1%. A Eudrilus eugeniae se provou a mais resistente ao contaminante, pois sua letalidade ¢
menor em maiores concentragdes de contaminante. Nos ensaios de remediagdo os anelideos da
espécie (Eudrilus eugeniae) € o esterco bovino provaram-se eficientes para processos de
remediacdo. Os anelideos auxiliam no processo de degradacdo de biodiesel em solo argiloso,
obtendo-se nessas condi¢des 100% de degradagdo no final dos 90 dias para as amostras com
“bioestimulacdo e anelideos” e “bioestimulagdo, microrganismos e anelideos”, e 94% de
degradacao na amostra “microrganismos e anelideos”.

Palavras-chave: Biorremediacao, anclideos, vermirremediagao.



ABSTRACT

Success in bioremediation techniques depends on factors such as site characteristics,
environmental factors, contaminant nature (temperature, pH, nutrients), presence of suitable
biodegradable genes, nature of the contamination, among others. Earthworms can aid in these
characteristics, through their biological, chemical, and physical properties, promoting the soil
aeration, improving their nutritional characteristics, contributing also to the contaminants
release adhered to the soil particles, besides helping in the dispersion of degrading
microorganisms. Although there are reports of the use of earthworms in degradation of organic
compounds, such as petroleum derivatives, no reports of the efficiency of this technique as an
aid in the degradation of biodiesel were found. The study objective was to analyze the ability
of earthworms to aid the remediation of a soil contaminated by biodiesel. To do so, toxicology
(lethality and avoidance) tests were done, aiming at analyzing the two earthworm’s species
(Eisenia andrei, Eudrilus eugeniae) ability to survive in the contaminated environment. With
the toxicology data, remediation tests were done with the specie who presented better surviving
abylities in the contaminated environment, with cattle dung as biostimulation (5g per kg of soil
per week), aiming to analyze the biodiesel degradation over time. In toxicology, earthworms
were resistant to biodiesel contaminations up to the proportion of 2% (Eisenia andrei) and 3%
(Eudrilus eugeniae) but tended to avoid contaminated soils at concentrations above 1%.
Eudrilus eugeniae proved to be the most suitable, since its lethality is lower in higher biodiesel
concentrations. In the remediation analysis, earthworms (Eudrilus eugeniae) and cattle dung
proved to be efficient in remediation. The earthowrms improved the biodiesel degradation in
clayey soil, obtaining in these conditions 100% degradation at the end of 90 days for the samples
"biostimulation and earthworms", "biostimulation, microorganisms and earthworms" and 94%
degradation in the sample “microorganism and earthworms”.

Keywords: Bioremediation, Earthworms, Vermiremediation, Biodiesel.
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1 INTRODUCAO

O solo pode acabar contaminado de diversas maneiras devido a a¢do industrial, como
exemplo a industria do petrdleo e seus derivados, que em fungdo de atividades de transporte,
refino e armazenamento pode acabar em derramamentos acidentais, causando a contaminagao
do solo (ANDRADE et al., 2010). Neste sentido, a atividade industrial deixa uma grande
quantidade de locais contaminados na periferia de areas urbanas, que diversas vezes sdo solos

com altas concentragdes de compostos organicos e inorganicos (GOLDAMES et al., 2017).

O biodiesel ¢ um combustivel que tem sido estimulado mundialmente a fim de
substituir a matriz energética atual, baseada no uso de combustiveis fosseis. Além disso, a
produgdo brasileira tem aumentado, estimulada por uma legislagdo fomentadora da produgao
de biocombustiveis (BRASIL, 2016). Porém, o armazenamento e transporte deste combustivel
pode causar derramamentos e, por consequéncia, a contamina¢do do solo. Segundo Andrade et
al (2010), os combustiveis sdo um dos principais problemas ao meio ambiente, pois além de
contaminar os solos, pode causar a contaminacao de dguas subterraneas, prejudicando aquiferos

e consequentemente o abastecimento (ABDANUR; NOLASCO, 2005.; GLORIA, 2016).

Devido a estes problemas, técnicas que promovem a descontaminagdo dos solos sao
importantes. Estas técnicas podem ser de cunho fisico, quimico ou biologico, podendo ser
aplicadas em conjunto, promovendo a degrada¢ao in situ (no local) ou ex sifu (remogao do solo
contaminado do local de origem), buscando reduzir a contaminagdo para niveis seguros em
conformidade com a legislacdo. As técnicas ex situ sdo mais onerosas, porém permitem um
maior controle das condi¢des para a degradacdo. Entre as diversas técnicas de remediacdo, a
biorremediacdo tem se destacado por sua atratividade econdmica (REDDY et al, 1999; NANO
et al, 2003).

A biorremediacdo traz uma visdo de técnica com menor impacto ambiental e mais
sustentavel do que as técnicas tradicionais presentes no mercado (KIM et al, 2013). O sucesso
do processo de biorremediacao depende de muitos fatores, entre eles as caracteristicas do local,
fatores ambientais, natureza do contaminante (temperatura, pH, nutrientes), presenga de genes

biodegradativos adequados, natureza da contaminagao (MAIER, 2000).

Virios métodos de biorremediacdo exploram a capacidade dos microrganismos de

degradar eficientemente os contaminantes organicos associados ao solo, estes microrganismos
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dependem de uma vasta gama de variaveis e condigdes para serem bem-sucedidos. Tais fatores
acabam frequentemente limitando a eficicia da biorremediagdo, os fatores como a
disponibilidade de oxigénio e nutrientes, a relagdo pH, C:N (Carbono: Nitrogénio), a presenca
e a atividade de microrganismos degradantes, a temperatura, o nivel de toxicidade dos
contaminantes, a produ¢do de enzimas, a presenga de co-contaminantes (ATLAS, 1995.;

BOOPATHY, 2000; ROMANTSCHUCK et al, 2000).

Os anelideos tém potencial de reduzir as barreiras que afetam os processos de
biorremediacdo em um processo conhecido como vermirremediagdo. As minhocas podem
acelerar a remog¢ao de contaminantes do solo, por modificarem as propriedades fisicas e
quimicas do solo, misturando-o com matéria organica (CHACHINA, VORONKOVA,
BAKLANOVA, 2016). Estudos demonstram o potencial dos anelideos para auxiliar a
degradacao de derivados do petrdleo. Fernandez et al (2011) observaram um aumento de 20%
na degradacao de diesel pelo uso da espécie Eisenia Fedida. Schafer e Fisher (2007) relataram
um aumento da eficiéncia de 180% a 460% em solos com petroleo bruto, dependendo da espécie
utilizada. Somado ao ponto, Hickman e Reid (2008a) afirmam que apesar dessas caracteristicas
favoraveis, poucas analises utilizando anelideos para a descontaminacdo do solo foram
realizadas, o que demonstra a necessidade de pesquisas no meio, principalmente comparando

espécies que se comportam de maneira diferenciada no solo.

Conforme o Scopus (2017)! ndo existe nenhum documento publicado sobre a
eficiéncia dos anelideos em processos de remediag¢do de biodiesel, entretanto existe literatura
sobre a sua eficiéncia em auxiliar a degradacgao de derivados do petrdleo e combustiveis, como
petréleo bruto e diesel (MARTINKOSKY, 2017; CHACHINA, VORONKOVA,
BAKLANOVA, 2016; FERNANDEZ et al, 2011; HICKMAN, REID, 2008b). Além disso,
existem poucas pesquisas analisando o comportamento de diferentes espécies no solo, as quais
podem apresentar diferencas na eficiéncia de degradagcdo e resisténcia a contaminagao
(SCHAEFER, 2005; CACHINA et al, 2015; NJOKU et al, 2017). Ainda segunda a pesquisa
bibliométrica realizada, ndo existem estudos de vermirremediagao e toxicidade em solo argiloso

residual de basalto.

! Pesquisa realizada utilizando os termos “Bioremediation” ou “Remediation” ou “Vermiremediation” e
“Earthworm” ou “Earthworms” e “Biodiesel”
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Assim, pergunta-se: qual seria a eficiéncia dos anelideos em degradar biodiesel em

um solo argiloso residual de basalto.

O objetivo geral deste trabalho foi verificar a biorremediagdo com auxilio de anelideos

de um solo argiloso residual de basalto contaminado por biodiesel.
Os objetivos especificos foram:

a. Analisar se o biodiesel ¢ toxico as espécies analisadas em solo argiloso e
determinar a espécie que tem maior adaptabilidade ao solo contaminado.

b. Levantar quantitativamente o quanto os anelideos auxiliaram na degradagdo do
biodiesel.

c. Determinar qualitativamente o quanto dos compostos foram degradados pela

espécie.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Microrganismos em biorremediac¢io

Os microrganismos tém um papel chave na geoatividade da biosfera, particularmente
nas areas de biotransformagao de elementos, metais, minerais ¢ decomposi¢ao. Os mesmos
podem utilizar cadeias de produtos com C, H e O e realizarem a sua assimilagdo, degradagdo e

metabolismo (GADD, 2010).

A capacidade de microrganismos em degradar contaminantes ¢ algo conhecido, a
literatura traz diversas espécies de bactérias, fungos e algas com capacidade de degradar
contaminantes organicos, como PAHs (Hidrocarbonetos Aromadticos Policiclicos)
(HARITASH, KAUSHIK,2009, ALEGBELEYE et al, 2017, REGINATTO, 2012). A
degradacao tem dois caminhos de acordo com a caracteristica de respiracdo do microrganismo,
podendo ser aerdbia ou anaerobia. No metabolismo aerdbio a molécula de oxigénio recebe
elétrons do processo de oxidacao dos substratos organicos oxidaveis transformando O em dgua
(H20) conforme Equagdo 1. Alguns organismos utilizam também CO- como fonte de carbono,
conforme Equacgao 2 (USEPA, 1996). Ja em locais onde ocorre falta de oxigénio, os aceptores
de elétrons mudam, nitrato (NO3), ferro (Fe*"), Magnésio (Mn*") sulfato (SO42) e didxido de
carbono (CO:) podem agir como aceptores de elétrons considerando que o microrganismo tenha

as enzimas corretas (SIMS, 1990), sendo esse processo conhecido como respiragao anaerdbia.

Substrato organico + 0, = Biomassa + CO, + H,0 + Outros inorganicos (1)

NH; ( Fe?*+, H,S) + CO, + H, + 0, > Biomassa + NO*3 (Fe*3, SO**) + H,0 (2)

A utilizagdo dos microrganismos na degradacdo de contaminantes pode ser realizada
de trés formas: atenuacao natural, bioaumentagao e bioestimulacdo. A atenuagao natural é o
processo da degradacdo de maneira natural, sem interferéncia humana, somente através da
interagdo do contaminante com o meio. A bioaumentacdo ¢ a pratica de adicionar comunidades
de microrganismos especializados no meio, com o objetivo de realizarem a degradacgdo. Ja a
bioestimulacao ¢ a adi¢ao de agentes estimulantes, como nutrientes, oxigénio e biosurfactantes

com o objetivo de acelerar o processo de degradacao (BENTO et al, 2003).

A USEPA (1996) traz algumas caracteristicas ambientais que afetam as condigdes de

atividade dos microrganismos, as quais estdo apresentadas no Quadro 1.
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Quadro 1: Fatores ambientais significantes ao microrganismos durante processos de

biorremediagao.
Fator ambiental Condigao 6tima

Oxieénio Aerodbio: Maior que 0,2 mg/L, no minimo 10% de dos poros com oxigénio
& Anaerobio: Menos que 0,2 mg/L, menos que 1% dos poros com oxigénio

Nutrientes Sugerido C:N:P (120:10:1)

Umidade Solo nao saturado, 25 — 85% da capacidade de agua.
pH 5,5-8,5

Temperatura 15-45°C

Fonte: USEPA (1990)

Estes efeitos podem ser vistos em processos de remediacgdo ja realizados, Safdari et al
(2018) comparou os processos de atenuacgdo natural, bioestimulagdo com oxigénio e nutrientes,
bioaumentacdo com microrganismos degradadores de hidrocarbonetos, € a combinacao das
duas técnicas em um solo contaminado com hidrocarbonetos de petroleo. Os microrganismos
utilizados foram Pseudomonas aeruginosa e Bacillus subtilis, os nutrientes foram uma soluc¢ao
de sais composta por KH2PO,, NaHPO4, NH4Cl e NaCl. Os ensaios duraram 60 dias e a maior
taxa de degradagdo foi da combinagdo entre bioestimulagdo e bioaumentacao com 89,7%, a

degradacao na atenuagdo natural foi de 51,4%.

Polyak et al (2018) analisou trés técnicas de remediacdo (atenuag¢do natural,
bioestimulac¢do, ¢ bioaumentagdo) em um solo contaminado por petréleo em concentragdo de
10 L m durante um periodo de 9 anos. Os mesmos notaram um efeito positivo tanto na técnica
de bioestimulagdo quanto na bioaumentacao, entretanto, a maior parte da degradag¢do pode ser
atribuida aos microrganismos indigenas (nativos do local), sendo a bioaumentagdo com efeitos
positivos momentaneamente. A pesquisa indicou que a melhor estratégia para remediagao de

solos podzolicos ¢ a bioestimulacao.

Relacionado a processos de bioestimulagdo, Thomé et al (2017) analisou uma
bioestimulacdo em solo com biodiesel durante infiltracdo de dgua da chuva. Os autores
constataram que a bioestimulacdo e infiltracdo podem reduzir a capacidade do solo de reter o
contaminante, permitindo espalhamento da contaminagdo, sendo necessario a consideragao

deste fato no processo de bioestimulagao.



16

Relativo a capacidade dos microrganismos em degradar contaminantes como o diesel
e biodiesel, Decesaro et al (2017) constatou um aumento na eficiéncia da degradagdo através
da bioestimulagdo com trés fontes: ficocianina, biomassa inativa da Spirulina platensis e sulfato
de amonia durante um periodo de 60 dias. Os valores de degradagao chegaram a 88,75% para
o biodiesel para a bioestimulacao com ficocianina, e 64,89% para o diesel pelo uso da biomassa

da S. platensis. A atenuacdo natural alcancou valores de 42,4% (biodiesel) e 31,3% (diesel).

A utilizagao de bioestimulagdo com lipidios da Spirulina platensis também foi
realizada por Schmitz et al (2015), extraindo os lipidios da alga aplicando-os no processo de
remediacdo durante 60 dias. A degradagdo alcancou valores de 81,9% (biodiesel) e 81,7%

(diesel) na degradagdo, comparado a 54,36% (diesel) e 30,09% (biodiesel) da atenuagao natural.

2.2 Anelideos

Segundo Lee e Foster (1991), a fauna do solo inclui desde anelideos que podem chegar
a mais de 1 metro de comprimento ¢ 2 cm de didmetro, pesando mais que 500 gramas a
pequenos protozoarios flagelados com 5 um de comprimento, pesando menos que 10'%g. A
macrofauna do solo ¢ responsavel por afetar significativamente a estrutura do solo, movendo
particulas e as transformando. Dentro da macrofauna um dos principais organismos que a
compdem sdo os anelideos, Darwin (1881) ja reconhecia as minhocas com um fator importante

no processo de formacao do solo.

As minhocas habitam normalmente as camadas superficiais de solo, chegando até
profundidades de 30 cm a 50 cm (BROWN, JAMES, 2007). Em questdo de comportamento,
existem dois padrdes quando se trata da escavagao do solo por anelideos, algum dos caminhos
sdo as “casas” os quais sdo abertos até a superficie onde a comida ¢ coletada, ja outros sdo
temporarios e criados enquanto elas se deslocam em busca de comida (LEE FOSTER, 1991).
As minhocas enterram matéria organica da superficie enquanto trazem particulas de solo das

camadas mais profundas (BLOUIN et al, 2013).

As minhocas podem ser classificadas de acordo com seus tipos de atividade no solo
em epigeica, anécicas e endogeica. As de espécie epigeica vivem bem proximo a superficie e
produzem residuos que afetam a rugosidade e distribuicdo dos macroporos no solo. As de

espécie anécicas costumam viver em tocas verticais, ligando os abrigos a superficie do solo. As
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de espécie endogeica criam tineis aleatorios e temporarios que raramente sdao reusados

(BOUCHE, 1977; LEE, 1985).

Apesar de todas as caracteristicas positivas para a estrutura do solo e aumento da
microfauna do solo (OADES, 1993; BROWN, 1995; BLOUIN et al, 2013), Migge-Kleian et al
(2006) reportam que a introdugdo de espécies nao nativas pode causar impactos negativos ao
local, através da competicdo por comida e recursos podendo gerar um declinio da micro e

mesofauna do solo.

No mundo existem cerca de 8.800 espécies conhecidas de anelideos (REYNOLDS,
WETZEL, 2007) e no Brasil existem 310 espécies catalogadas. Steffen (2012) fez uma analise
sobre a diversidade de minhocas nos ecossistemas naturais ¢ alterados no Rio Grande do Sul,

no qual compilou as espécies de anelideos indigenas e as invasivas no estado.

As minhocas se alimentam de material organico em diferentes estagios de
decomposicdo (LEE, 1985), porém, a maioria das espécies também consome algum tipo de
mineral (DOUBLE et al, 1997). A preferéncia por comida pode variar de espécie para espécie,
Neilson e Boag (2003) ao analisarem a preferéncia de seis espécies de minhocas por diferentes
tipos de plantas na alimentacdo, verificaram que a Lumbricus terrestres prefere a matéria
decomposta de Poa annua (cabelo de cdo), ja a Octalasion cyaneum preferiu o solo, as outras
espécies ndo demonstraram preferéncia. H4 também uma certa tendéncia dos anelideos
preferirem alimentos contaminados por microrganismos (MOODY et al, 1995; COOKE,
LUXTON, 1980). Segundo Schmidt et al (2003) algas também constituem parte da dieta destes
anelideos, que observou a capacidade das minhocas em assimilar C de algas da superficie do

solo.

Curry e Schmidt (2007) fazem um compilado da literatura a respeito dos indices de
ingestao de comida por diferentes tipos de anelideos, demonstrando que as taxas de ingestao de
matéria organica variam de acordo com as condi¢des do ambiente, atividade do anelideo,
qualidade do alimento e paleatividade. Apesar da grande variabilidade de alimentos e a
significante atividade enzimatica no sistema digestivo das minhocas, ndo € claro o quanto desta
atividade ¢ de origem dos anelideos e qual parcela e devido a microflora presente dentro do

sistema (CURRY, SCHMIDT, 2007).
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2.3 Vermirremediacao

A utilizacdo de minhocas em processos de remediacdo (vermirremediagdo) tem como
objetivo melhorar a aeragdo do solo e também tornar os contaminantes disponiveis para os
microrganismos. Além disso, a exposicdo dos microrganismos as condi¢des do aparelho
digestivo da minhoca gera aumento da atividade dos mesmos (MARTINKOSKY et al, 2017).
A medida que o solo passa através do seu trato digestivo, as enzimas e surfactantes sdo
secretados, as particulas sao moidas e o muco fornecendo agucar estimula a atividade
microbiana (MARTINKOSKY et al, 2017.; FERENHORST et al, 2001.; DOMINGUEZ,
2004.; MCKENZIE, DEXTER, 2004.;).

Aliado a isso, as minhocas sdo altamente adaptaveis, tém grande capacidade
reprodutiva e t€m tolerancia e resisténcia a poluentes organicos. (HICKMAN, REID, 2008a,
LANGDON et al, 2003). Na literatura, o uso da minhoca para auxiliar a biorremediacao pode
ser visto em solos contaminados com produtos do petroleo (MARTINKOSKY et al, 2017,
HICKMAN, REID, 2008b; CHACHINA et al 2015), bem como na biorremediagdo de
herbicidas, inseticidas, PAHs, e aromaticos clorados (HICKMAN, REID, 2008a, LIN et al.,
2016a, LIN et al., 2016b). Além disso, as minhocas podem ser usadas para remover o metal
toxico do solo, fixando-o em seus tecidos (EKPERUSI, AIGBODION, 2015; PATTNAIK,
REDDY, 2012), processo denominado de bioacumulagao.

2.3.1  Agoes fisico-quimico-bioldgicas das minhocas no solo

Um dos pontos importantes em um processo de biorremediagdo ¢ melhorar e manter a
umidade do solo, aprimorar os niveis de oxigénio e nutrientes e fazer com que os mesmos se
distribuam de maneira homogénea no solo. Os solos, principalmente os mais profundos,
compactados ou ricos em argila geram dificuldades neste ponto. As minhocas através da
locomogao no solo geram caminhos, os quais servem de guias para a movimentagdo de dgua e
particulas, facilitando o contato dos microrganismos presentes no solo com o contaminante

(HICKMAN, REID, 2008a; DOMINGUEZ, 2004).

A ingestao do solo pelas minhocas e consequentemente a sua digestao causa a reducao
e fracionamento da matéria organica, liberando contaminantes agregados ao solo e aumentando

a area de contato do material com microrganismos (MARTIN, 1991; BOROIS et al., 1993
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;MCKENZIE, DEXTER, 2004 ; DOMINGUEZ, 2004). Somado a isto, a ingestdo e
consequente excre¢ao melhora a fertilidade do solo através da aceleracao da decomposi¢ao da

matéria organica, e melhora a disponibilidade de nutrientes (LAVELLE et al, 2004).

A passagem do solo pelo sistema digestivo da minhoca aumenta potencialmente a
biodisponibilidade, aumentando a perda de compostos pela mineralizagcdo microbiana (GEVAO
et al, 2001; MARTINSKOSKY et al, 2017). O aumento do nimero de microrganismos,
diversidade e atividade estao também relacionados da passagem deles pelo sistema digestivo

(BROWN, DOUBE, 2004; MARTINKOSKY et al., 2017).

A pré-exposicdo de microrganismos a contaminantes dentro do sistema digestivo
aumenta os indices de degradacdo, portanto esse processo pode ajudar os microrganismos a
quebrar compostos organicos mais complexos (REID et al, 2002; BROWN, DOUBLE, 2004;

LEVELLE et al, 1993). As acdes discutidas acima encontram-se resumidas na Figura 1.

Figura 1: Agdes fisico-quimico-bioldgicas das minhocas no solo.
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Fonte: adaptado de Hickman e Reid (2008a)
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2.4 Analise Bibliométrica

Através da plataforma Scopus (2017) se realizou uma busca bibliografica, almejando
um levantamento de quantidade de documentos anexados a plataforma sobre o tema de
biorremediacdo. As palavras chaves utilizadas foram: FEarthworm ou Earthworms e

bioremediation.

Uma busca inicial retornou 330 documentos sobre o assunto, porém, grande parcela se
referia a ensaios de toxicidade com anelideos e ndo do processo para remediagao em si. Através
de uma leitura inicial dos resumos, reduziu-se o volume para 130 documentos os quais
utilizavam de anelideos para o processo de degradagdo ou bioacumulac¢io do contaminante, seja

em solo, lodo, direto ou indiretamente.

Novamente, se realizou uma nova leitura, esta vez selecionando somente publicagdes
que tratassem diretamente do processo de remediagdo com anelideos em solos, totalizando 90

documentos.

Figura 2: Evolucdo temporal da produgao cientifica sobre o tema de vermirremediacao.
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Fonte: Adaptado de SCOPUS (2017)

A primeira publicacdo anexada ao Scopus sobre o topico foi de Singer et al (2001), o

tema, conforme demonstrado na Figura 2, aparece em constante crescimento, com a média de
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publicacdes anuais crescendo a partir de 2008, tendo o seu pico em 2011 com 15 artigos, em

2017 até o més de setembro 7 publicag¢des existiam sobre o assunto.

Analisando os meios de publicagdo, as revistas que mais publicaram sobre o assunto

encontram-se na Figura 3.

Figura 3: Periodicos com maior nimero de publicagdes sobre o tema de vermirremediacao.
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Fonte: Adaptado de SCOPUS (2017)

As principais publicagdes sdo “Effects of biochar and the earthworm Eisenia fetida on
the bioavailability of polycyclic aromatic hydrocarbons and potentially toxic elements” com
117 citagdes de Gomez-Eyles el al (2011) , a segunda publicagdo, a qual € a mais antiga anexada
pelo Scopus (2017) sobre o tema ¢ de Singer et al. (2001) denominada “Contribution of
Earthworms to PCB bioremediation” com 74 cita¢des, finalmente a terceira ¢ “Earthworm

assisted bioremediation of organic contaminants” uma revisao bibliografica sobre o tema de

Hickman e Reid (2008a) com 69 citagdes.

Os principais autores sobre o tema sdo Masciandaro, G. com 6 artigos publicados,

Dendooven., L. e Doni, S. cada um com 5 publica¢des. Em questao de importancia, o principal

r

artigo de Masciandaro, G e Doni, S ¢ “Soil bioremediation: Combination of earthworms and



22

compost for the ecological remediation of a hydrocarbon polluted soil” (CECCANTI et al,
2006) com 52 citagdes, a principal publicacdo de Dendooven, L € “The earthworm Einsenia
Fetida accelerates the removal of anthracene and 9, 19-anthraquinone, the most abudant

degradation product, in soil” com 15 citagdes (COUTINO-GONZALEZ et al, 2010).

Atualmente, vem sendo usado um termo para a utiliza¢ao dos anelideos no processo
de remediagdo, denominado de vermirremediagdo, porém, a utilizagdo do termo nio ¢ comum
a todos os documentos publicados sobre o assunto, principalmente os mais antigos. A Figura 4
mostra a reducao nos resultados, porém, o uso de um termo facilitaria muito a busca por
publicagdes na area, pois diferencia a técnica, e elimina artigos de remediagdo que utilizam

anelideos em outras areas, como por exemplo, toxicologia.

Figura 4: Evolugao temporal das publicagdes com o termo vermirremediagao.
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Fonte: Adaptado de SCOPUS (2017)
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2.5 Biodiesel

A tentativa de utilizagdo de biocombustiveis ja existe a mais de 100 anos, desde o
principio do motor a Diesel, seu inventor Rudolpg Diesel testou 6leo de amendoim em um
motor de igni¢do por compressdao (SHAY, 1993). O biodiesel é uma oferta importante quando
se trata de combustiveis, pois ¢ mais biodegradavel, menos toxico e diminui em 75% a emissao
de particulas comparado ao diesel, com um total de hidrocarbonetos da exaustdo até 93% menor

(ALL, HANNA, CUPPETT, 1995).

O Brasil apresenta programas de incentivo a producao e uso de biodiesel, entre tais
incentivos, podemos citar a Lei n° 11.097 a qual introduziu o combustivel na matriz energética
brasileira, a normativa introduzia porcentagens de biodiesel para serem misturadas ao diesel. A
lei foi alterada pela Lei n° 13.263 a qual torna obrigatorio o uso de 10% de biodiesel ao diesel

a partir de margo de 2019 (BRASIL, 2005, BRASIL, 2016).

O biodiesel tem em sua composicao etil e metil ésteres de acidos graxos com baixa
complexidade, derivado do oleato, palmitato, estearato, linoleato, miristato, laureado e
linolenato, derivados de diferentes fontes de 6leo vegetal (PINTO et al, 2005). Ja o diesel ¢
formado por cadeias longas de carbono, contendo 2000 a 4000 hidrocarbonetos com uma
mistura complexa de cadeias normais, ramificadas e ciclicas de alcanos e compostos

aromaticos, os quais sao obtidos através da destilacao do petroleo (GALLEGO et al, 2001).

As fontes de triglicerideos para a producdo de biodiesel sdo 6leos vegetais ou sebo
animal, transformado através de processos de transesterificagdo. O 6leo derivado de plantas,
microalgas e sebo animal contém acidos graxos livres, fosfolipidios, esterois, agua e outras
impurezas, tais componentes impedem que o 6leo seja usado diretamente como combustivel, o
processo de transesterificagdo, pirolise e emulsificagdo corrigem estes detalhes (MEHER,

SAGAR, NAIK. 2004, KHAN et al, 2017, RODRIGUEZ et al, 2017).

Entre esses, o processo de transesterificagdo ¢ o mais importante, ele consiste na troca
de um alcool de um éster por outro, a equagdo geral encontra-se na Equagcdo 3 (MEHER,

SAGAR, NAIK. 2004)
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Relativo a produgdo, o processo geral da cadeia ¢ documentado por Gerpen (2005), a
esquematizacao se apresenta na Figura 5.

Figura 5: Fluxograma de producdo do biodiesel.
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Fonte: Adaptado de Gerpen (2005)
Ja em relacdo a origem, Jahirul et al (2013) analisou as diversas localidades e suas

fontes para a producao do biodiesel, as principais fontes encontram-se na Figura 6. Na América

do Sul, as principais fontes sdo soja, algodao, pimenta e palmeira.
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Portanto, a escolha do biodiesel derivado da soja como contaminante ¢ justificada por
ser um produto comum do Brasil, complementar a isto, a literatura traz dados sobre a
composi¢ao do biodiesel a partir da soja. Alli, Hanna e Cuppet (1995) ja em 1995 analisaram a
composi¢ao do mesmo, Barnwal e Sharma (2005) e Sandford et al (2009) também realizaram
analises de composi¢do, os resultados apresentam-se na Tabela 1. A composi¢ao do biodiesel
de soja varia em alguns aspectos, o0 método de produ¢do e a procedéncia da planta altera sua

composi¢ao, apesar disso, a bibliografia apresenta certa homogeneidade nos valores.

Figura 6: Fonte de biodiesel no mundo.
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Fonte: Adaptado de Jahirul et al (2013)

A sua estrutura molecular ¢ documentada por Chiranda (2011), sendo que os principais
¢ésteres metilicos que compdem o Oleo de soja, por apresentarem cadeias longas, densidade
relativa menor que a dgua e caracteristicas hidrofobicas, resulta em um produto que permanece

na superficie quando em contato com meios aquosos, sua estrutura pode ser vista na Figura 7.

Demello et al (2007) documentou um cromatograma tipico do biodiesel derivado de
soja, o qual demonstra o tipico tempo de retencdo dos diferentes compostos presentes no

combustivel, o mesmo encontra-se na Figura 8.
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Tabela 1: Propriedades do biodiesel de soja.

Propriedades do Oleo de Biodiesel . Oleo Biodiesel .. Biodiesel
, . . Etanol Diesel de . Diesel .
combustivel soja de soja soja de soja de soja
V‘SCOngfCe’ mm/s 5005 406 091 207 2887 4,039 4,439
Densidade kg/m? 913.,8 884 859
Gra“del“;es‘f;%’e“ﬁca 0,926 0,887  0,7947 0,8383
Indice de Caetano 38,9 51,61 50,34 37,9 45 50 51,61
Energia kJ/kg 39,28 40,08 28,322 45,509 39,6 33,5 43,8 40,08
Ponto de 35 3 <10 3
derretimento
Ponto de nuvem -9 3 -15 -39 1 3,4
Ponto de fluidez -16 -7 28 -12,2 -7 -16
Ponto de inflamagao 174 127 54 254 178 76 >160
Volume de dgua <0,05 <0,05 <0,005
Volume de enxofre <0,05 0,24
Volume de cinzas 0,12 <0,01 <0,005 <0,001 0,005
Residuo de carbono 4,01 1,74 0,18 0,035
Valor de acidez, mg
KOH/g 0,29 0,23 0,027
Ali, Hanna e Cuppet Barnwal e Sharma Saelzt;lolrd

Fonte: Ali, Hanna e Cuppet (1995), Barnwal e Sharma (2005), Sanford et al (2009)

Figura 7: Principais ésteres metilicos no 6leo de soja
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Devido a sua estrutura quimica e suas caracteristicas de origem, o biodiesel ¢ um
produto mais biodegradavel e menos toxico que o diesel, Lapinskiene et al (2006) demonstrou
que o diesel ¢ considerado toxico a uma concentragdo de apenas 3%, ja o biodiesel alcanca
valores de até 12%. Complementar a isto, Peterson e Reece (1994) demonstraram que a
toxicidade do diesel foi 15 vezes maior que o biodiesel para a Dophnia magna. Em termos
gerais o biodiesel ¢ menos toxico aos microrganismos que o diesel e é mais facilmente
degradado (HOWROT-PAW, MARTYNUS, 2011, MARIANO et al, 2008, LAPINSKIENE
ET AL, 2006).

Figura 8: Cromatrograma de biodiesel de soja puro.
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Fonte: Demello et al (2007)

2.5.1  Degradacao do biodiesel em solo

Quando ocorre o derramamento de biodiesel em solo, 0 mesmo lixivia pela zona nao
saturada através dos mecanismos de forca gravitacional e capilar. Caracteristicas como
umidade, propriedades de sua composi¢do e carateristicas do solo afetam o potencial da

capilaridade (GUIGUER, 2000).

Onde ocorre um derramamento ha contato com a fauna presente, diversas vezes
causando o exterminio da biota, entretanto organismos que apresentarem resisténcia a
contaminagdo podem acabar por utilizar, caso tenham as enzimas necessarias, o carbono
presente no contaminante como fonte de energia, iniciando o processo de biodegradag¢do do

contaminante organico, processo explicado no item 2.1.

A degradagao ¢ afetada pelo ambiente, algumas variaveis que afetam esse processo

encontram-se discutidas no item 2.1, porém vale salientar que em relacdo a temperatura,
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quando se trata dos Oleos, a baixas temperaturas a viscosidade aumenta e a volatilizagao de
componentes toxicos reduz, diminuindo assim a biodegradagao (ATLAS, BARTHA, 1972). A
temperatura ideal para a degradagdo ¢ entre 30 e 40 °C (BOSSERT, BARTHA, 1984).

Em relacdo ao biodiesel, o processo de degradacdo ocorre através de enzimas
extracelulares dos microrganismos, as quais tem capacidade de hidrolisar ligacao de ésteres
(lipases e esterases) formando alcoois e acidos graxos, conforme Figura 9. O processo pode ser
dividido em quatro etapas: primeiro, o substrato ¢ ligado a uma serina ativa, dando uma
estabilidade tetraédrica temporaria devido aos residuos cataliticos, apds o alcool ¢ liberado
formando um complexo acetil-enzima. A terceira etapa ¢ um ataque de um nucleofilico o qual
transforma-o em um intermediario tetraédrico, que apos convertido forma o produto (acido ou

éster) e uma enzima livre (BORNSCHEUER, 1999).

Figura 9: Hidrolise de éster por lipases
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Fonte: adaptado de Santos (2009).

As lipases se diferenciam das esterases por serem responsaveis por hidrolisar as
cadeias de acidos graxos, e por necessitar uma quantidade minima de concentragao do substrato
para que uma grande atividade ocorra, ao contrario das esterases que obedecem a cinética
classica de Michaelis-Menten e hidrolisam ésteres simples de no méaximo Ces. Tal
comportamento se da pelo fato de as lipases terem um dominio hidrofébico (lid) cobrindo a
parte catalitica das lipases, somente na presenca de uma concentragdo minima de substrato, o

lid se move, deixando a parte ativa acessivel (BORNSCHEUER, 2002).

2.6 Remediaciao de compostos derivados do petroleo

Como exemplos da utilizagdo de minhocas em processos de biorremediacdo na

literatura, podemos citar Cachina, Voronkova e Baklanova (2016) o qual realizou um estudo da
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utilizacao da espécie Eisenia fetida para a biorremediacao de solos contaminados com petréleo
e diesel. Além dos anelideos, foi utilizado no solo as bactérias fixadoras de nitrogénio
Azotobacter e Clostridium, a levedura Saccharomyces, os fungos Apergillus e Penicillium, e a
Actuibinycetakes. Como resultados teve-se uma redug@o dos hidrocarbonetos em 99% apds 22
semanas com uma concentragdo de 20-60 g/kg de petroleo com um indice de sobrevivéncia das
minhocas de 90 a 100%. No solo contaminado com diesel 40 g/kg, 30% das minhocas morreram
ap6s 14 dias devido ao impacto toxico do diesel, a adicdo da biopreparagao Baykal-Em nao

afetou significativamente o processo de biorremediacgao.

O processo também foi utilizado por Martinkosky et al (2017) que utilizaram a espécie
Eisenia fetida em processos de remediacdo de solos arenosos impactados por petréleo. A
pesquisa constatou que a toxidade do ambiente para os anelideos foi mais intensa em solos com
hidrocarbonetos leves do que com contaminagdo com alta propor¢do dos hidrocarbonetos
pesados poliaromaticos e alifaticos. Oleo pesado (mistura de composigdes de petréleo) foi
adicionado em uma concentragdo de 30 g/kg e a degradacdo foi analisada em amostra com
anelideos e bioestimulagdo, somente bioestimualagao, e sem adi¢des. As taxas de degradacao
foram 90 mg/dia e 20 mg/dia apds 200 dias para as amostras com anelideos e 40 mg/dia para
as com somente o bioestimulante. A toxidade foi média nos trés primeiros meses para os

anelideos.

Hickam e Reid (2008b) pelo uso da Dandrobaena Veneta em solo contaminado com
diesel, notaram que a mesma auxiliou a quebra de PAHs quando utilizada em conjunto com
residuos organicos urbanos. Uma compilagdo da bibliografia sobre a utilizagdo das minhocas
em processos de remediacdo de compostos do petroleo pode ser vista na Tabela 2, a espécie
mais utilizada € a Eisenia fétida e a Eisenia andrei devido as suas disponibilidades, pois sdo

uma espécie comum utilizada em processos de compostagem.

A eficiéncia dos anelideos em degradar compostos organicos depende do contaminante
utilizado, da espécie e da fonte de alimentacdo (bioestimulagdo) do meio (SHAEFER, 2005;
NJOKU et al, 2017). Os anelideos apresentam moderada resisténcia aos contaminates

organicos, podendo ser usados em processos de remediacao.

Nesta revisdo de literatura sobre degradagdo, além dos derivados de petréleo procurou-
se pesquisas de vermirremediacdo de biodiesel, porém nao foi encontrada nenhuma literatura

sobre o0 assunto.
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3 METODOLOGIA

Neste capitulo encontra-se delimitado o planejamento experimental e a descri¢do dos

procedimentos que foram realizados durante a pesquisa.
O fluxograma da pesquisa ¢ apresentado na Figura 10.

Figura 10: Fluxograma das etapas da pesquisa.

Propriedades Propriedades

Microrganismos . L
fisicas quimicas

Analise do solo

Teste de fuga Y

Testes de
toxicidade

Biodiesel

Teste de letalidade

Contaminagéo
do solo
(249/kg)

Analise .
— . - Monitoramento
guantitativa de |- Vermirremediagio . : X
) - dos anelideos
degradacéao
Analise qualitativa Bioestimulagéo
de degradacéao (5g/kg/semana)

Fonte: Elaborado pelo autor

Primeiramente, antes do inicio das etapas de pesquisa demonstradas no fluxograma da

Figura 10, foi realizada a criagdo de minhocarios. Estes minhocarios tiveram como fungao
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manter o desenvolvimento e sobrevivéncia dos anelideos que seriam posteriormente utilizados

na realizacdo da pesquisa. A criacdo do minhocario esta descrita no item3.1.

Ap6s a criagdo do minhocério foi realizada a caracterizacdo fisica, quimica e
microbiologica do solo que seria utilizado nos ensaios de toxicologia e remedia¢do, estando
descrita no item 3.2. Paralelo a isso, deu-se uma sele¢do primaria dos anelideos para o processo
de vermirremediagdo, tomando como critérios das espécies: a capacidade de reproducao,
sobrevivéncia, adaptagao a mudangas de temperatura, sua disponibilidade, e capacidade de

auxilio na degradagdo de compostos organicos.

Para essa triagem inicial foi utilizado os dados de pesquisas ja realizadas com
anelideos em processos de degradacdo de contaminagdo organica, as quais estdo descritas nos

itens 2.2 € 2.3.

A partir de uma triagem inicial, observando os critérios acima listados, foram
selecionadas duas espécies (Eisenia andrei e Eudrilus eugeniae), as quais foram submetidas a
testes de toxicidade para determinar a espécie mais apta a remediacdo, os ensaios estao descritos

no item 3.4. Apos, foi selecionado o anelideo com melhor desempenho.

O proximo passo foi o ensaio de vermirremediacdo que esta descrito no item 3.5. A
concentragdo do biodiesel foi definida a partir dos testes de toxicidade. Na vermirremediagao,
foi analisada a capacidade dos anelideos em remediar o solo com e sem o auxilio de

bioestimulacao (0,5% de esterco bovino por semana) e da microbiota do solo.

Nos tempos de 0, 7, 30, 60 e 90 dias da vermirremediagdo foram realizadas analises
quantitativas da degradacdo e analise cromatografica do perfil dos metil ésteres através de
cromatografia gasosa. Além disso, foi realizado uma analise da populagdo dos anelideos
semanalmente durante todo o processo, com o objetivo de determinar a toxicidade da

remediacdo para os anelideos.

O planejamento experimental encontra-se no Quadro 2, considerando os ensaios de

letalidade, fuga, vermirremediacao, analise de oleos e graxas, e cromatografia.
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Quadro 2: Numero de ensaios e de anelideos a serem utilizados

ENSAIOS Numero de ensaios | Anelideos/ensaio
Caracterizagao fisica do solo 1
Caracterizag¢do quimica do solo 1
Caracterizag¢do micriobioldgica 1
Letalidade 30 10
Fuga 40 10
Vermirremediagao 24 10
Cromatografia Gasosa 32
Oleos e graxas 96
Total Anelideos 940
3.1 Minhocario

Utilizando uma mistura de turfa e esterco foi montado um minhocario, seguindo as
indicagdes da NBR 15537 (2013) e da OECD (1984). Como a populacao de anelideos
necessarias para o experimento ¢ de 940 anelideos, foram criados 2 minhocérios, cada um com
capacidade de 600 anelideos, com uma altura de 20 cm cada e uma area superficial de no
minimo 0,15 m? Considerando a alimentacdo, a mesma foi composta de esterco de ovelha e

turfa, as quais compdem o substrato do minhocario. Os minhocarios podem ser vistos na Figura

11.

Figura 11:Minhocarios

3.1.1  Preparacao dos compostos

Foi realizado a preparacao do composto que serviria como base para a sobrevivéncia
dos anelideos. Foram coletados dois tipos de esterco, o bovino e o ovino. O esterco ovino foi

utilizado devido a sua disponibilidade de féacil acesso para coleta, o mesmo foi coletado das
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ovelhas de corte da CEPAGRO da UPF. O esterco ovino foi destinado para a realizagdao da
mistura com turfa, que funcionou como base do composto para manter o criatdrio de minhocas.

O esterco bovino foi coletado em campo com o objetivo de ter um maior controle de
suas propriedades fisicas e quimicas, devido a este controle, o mesmo foi destinado para os
ensaios de remediagdo como bioestimulante.

Ambos os estercos foram curados por periodos de duas semanas, destinados em montes
de no maximo 10 cm de altura e revirados diariamente para a aeragao. Com o objetivo de uma
compostagem mais eficiente, os compostos foram mantidos imidos durante o processo. Apos
este periodo, o esterco bovino foi triturado em um material fino para uma maior
homogeneizagao e facilidade de pesagem para pequenas quantidades.

No final, foi realizada a determinag¢ao do pH dos compostos. As leituras de pH foram
realizadas através do phmetro por diluicdo de 5g de composto em 50 ml de agua deionisada. As
leituras encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3: pH dos substratos.

Periodo Tipo pH
17/03/18 - 05/04/18 Bovino 8,20
18/04/18 — 02/05/18 Ovino 6,88

09/05/2018 —24/05/2018 Ovino 7,18

3.1.2  Preparagdo dos criatorios

Os criatorios foram preparados conforme recomendacao da NBR 15537 (2013) e OECD
(1984), uma mistura de 10 kg composta de uma propor¢ao de 50:50 de esterco ovino e turfa foi
adicionada a recipientes de dimensdes 30x50x20 cm, suficiente para comportar 600 anelideos
da espécie Einsenia andrei e outra caixa para a Eudrilus eugeniae. A leitura do Ph da mistura
foi realizada e o ph foi corrigido com calcario, até 0 mesmo ficar entre uma faixade 6 a 7.

Inicialmente duas caixas foram preparadas, uma para portar a espécie Eisenia andrei,
outra para a Eudrilus eugeniae.

Os anelideos segundo a ISO 11268-1 (2012) e ABNT (2014) devem permanecer em
um substrato com sua capacidade maxima de reten¢do de dgua entre 40 a 60%. Testes conforme
ISO 11268-1 (2012) foram realizados para determinar a capacidade méaxima de retencao,
conforme explicado no item 3.2.1. Os substratos para os minhocérios apresentaram uma

capacidade maxima de retengdo de 119% com um coeficiente de variagdo de 7,47%.
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Para os minhocarios foram adquiridos exemplares de matrizes de minhocas da empresa
MINHOBOX, os exemplares apresentavam caracteristicas de idade semelhante (diferenga de
menos de 2 semanas) e recém-chegados a maturidade. Tais matrizes foram adicionadas as

misturas dos substratos.

3.2 Solo

Os ensaios de toxicologia e remediacdo foram realizados com solo do campo
experimental de geotecnia da Universidade de Passo Fundo, o qual tem caracteristicas de solo
residual, proveniente de rochas basélticas, sendo classificado como Latossolo Vermelho

Distrofico timico (STRECK et al.; VIEIRA, KLEIN, 2007)

A coleta foi realizada em trincheiras abertas no campo geotécnico da Universidade de
Passo Fundo, a um metro de profundidade. Amostras do solo foram encaminhadas ao
Laboratério de Solos e Microbiologia do Solo da UPF, para as analises quimica. As analises
microbioldgicas foram realizadas no Laboratério de Microbiologia da Engenharia Ambiental

da UPF.

3.2.1  Analise fisica, quimica e microbiologica do solo

Os ensaios de caracterizagao fisica tém por objetivo a obten¢do de dados para a
classificagdo do solo no Sistema Unificado de Classificagdo do Solo (SUCS) e para o Highway

Research Board (HRB). Os ensaios s3o os seguintes:

a)  Ensaio de Granulometria conforme a NBR 7181 (ABNT, 2016)

b) Limite de consisténcia, determinado pelo Limite de liquidez conforme NBR
6459 (ABNT, 2016), Limite e Indice de Plasticidade regido pela NBR 7180 (ABNT, 2016)

c)  Massa especifica, descrito pela NBR 6508 (ABNT, 2016)

d) Umidade (relagdo peso umido, seco)

e) Indice fisicos (porosidade, indices de vazios, massa especifica, grau de

saturacao)

Quanto a analise quimica, seguindo Tedesco et al (2005), busca-se os dados referentes
as caracteristicas e indices de concentracdo de nitrogénio, fosforo, calcio, magnésio, potassio,

aluminio, enxofre, boro, manganés, zinco, cobre, pH, Capacidade de Troca de Cations (CTC),
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porcentagem de matéria organica (MO), Hidrogénio + Aluminio (Acidez Potencial) e Saturagao

de Bases.

A andlise microbioldgica quantitativa de bactérias e fungos do solo foi determinada
através de contagem de placas, pela diluigdo de amostras do solo em dgua deionizada de 10! a
10 g/mL de solo, foi retirado amostras de 10g no periodo inicial ao da remedia¢io, sendo

realizado triplicatas.

Esta analise tem como objetivo levantar a biomassa presente no solo, requerida para
os ensaios de toxicidade quando utiliza-se o solo natural, a caracterizagdo serve também para
levantar a fauna microbiana inicial do solo, antes dos processos de biorremediagao.

Além disso, realizado o ensaio de capacidade maxima de reten¢do de agua em
triplicata, com objetivo de saber a umidade ideal do solo para as minhocas (40 a 60% da
capacidade maxima de retengdo). O ensaio consiste em deixar o solo submerso em dgua por um
periodo de 3 h, apds o periodo, retirar o solo e deixar em repouso por 2 h sobre areia molhada

para que o excesso de agua escorra conforme Figura 12.

Apos as 2 horas o solo ¢ pesado e seco em estufa por no minimo 24 h, sendo no final

do periodo retirado para pesagem novamente. A capacidade maxima de retencao ¢ dada pela

Equacao 4.

Figura 12: Ensaio de capacidade maxima de reten¢ao
4 \

CR="2_"% (4)

Onde CR ¢ a capacidade méxima de retencao, B, o peso umido e P; o peso seco.
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33 Preparaciao do solo

O solo coletado foi espalhado em recipientes a temperatura ambiente até que
alcancassem umidade 30%. Posteriormente, foi acrescentado contaminante (4% da massa do
solo seco), retornando ao valor de 34%, referente a umidade natural de campo (REGINATTO,

2012).

A contaminacao de 4% ¢ justificada pelo fato de ser o indice maximo de contaminante
oleoso que o solo estudado consegue reter (MENEGHETTI, 2005). A contaminagao foi feita

através dos seguintes passos:

Primeiramente, apds a reducdo do teor de umidade, foi pesado o solo parcialmente
seco, aplicando-se entdo a corre¢do de umidade até os 30%, realizando-se a homogeneizacao

do material.

Ap6s, foi aplicado 4% de contaminante e realizado a homogeneizagdo. No caso das
amostras para os testes de toxicidade, para o valores de 1%, 2% e 3% de contaminag¢do, foi
adequado o valor de umidade do solo para que o valor final também alcangasse os 34% referente
a umidade natural do solo em questdo. Em relacdao a concentragdo a ser definida para o ensaio
de vermirremediagao, ap6s a analise da toxicologia para determinar a concentragdo, o

procedimento seguido foi 0 mesmo.

34 Ensaios de toxicidade

Dois ensaios de toxicidade foram realizados: ensaio de letalidade e ensaio de fuga,
com o objetivo de determinar o anelideo com melhor capacidade de sobrevivéncia, e em
conjunto, determinar uma concentragdo de contaminacdo adequada para o experimento de

remediagao.

34.1 Ensaio de letalidade

Amostras de solo com 500g ou 750 g foram utilizadas para o ensaio com concentragdes
de 0%, 1%, 2%, 3% e 4% de biodiesel em solo, sendo cada concentragdo feita em triplicata.
Duas espécies (Eisenia andrei e Eudrilus eugeniae) foram submetidas ao ensaio. A contagem
das minhocas vivas foi realizada no tempo inicial e aos 7 e 14 dias, totalizando 30 ensaios (cinco

concentragoes, triplicata, e duas espécies).
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O numero de anelideos por amostra foi de 10 unidades, sem alimentagao no periodo
do ensaio (14 dias). Este ensaio é descrito pela OECD (1984) e NBR 15537 (ABNT, 2014). O

solo utilizado foi o latossolo de Passo Fundo.

Os anelideos foram lavados rapidamente antes do uso, pesados, e depositados nos

recipientes, os quais foram cobertos por uma pelicula de plastico perfurado.

A temperatura do ensaio foi de 20°C com variagdo maxima de mais ou menos 2°C. O
ensaio foi realizado utilizando turnos de luminosidade de 16/8 h conforme mostrado na Figura
13. A mortalidade ¢ medida esvaziando o teste em uma superficie e vendo a reagdo do anelideo

a um estimulo mecanico da parte frontal (toque na regido da cabecga).

Figura 13: Ambiente do ensaio.

3.4.2  Ensaio de fuga

O ensaio de fuga tem como objetivo avaliar o comportamento dos anelideos na
presenca do contaminante. A metodologia ¢ regida pela NBR 17512 (ABNT, 2011). A
normativa relata dois tipos de recipientes para a realizagdo do ensaio (camera de duas e cimera

de seis seccoes). Foi utilizado a camera de duas secgoes.

O recipiente esta descrito na Figura 14, metade do recipiente ¢ preenchido com solo
controle, metade com solo contaminado. Os anelideos (10 unidades adultas) sdo colocados no
centro do recipiente conforme demonstrado na Figura 15. Apds a colocagdo dos mesmos, eles

terdo liberdade de escolher entre o solo contaminado e o solo controle.
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O solo para o ensaio foi peneirado em uma peneira de 2 mm e ajustado para uma
capacidade de 50% da capacidade méaxima de retencdo de agua (30% de umidade). O solo ¢
colocado sem nenhuma compactacdo, portando com sua densidade natural apods o

peneiramento.

Figura 14: Camera de 2 secc¢des (valores em cm).
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Fonte: Elaborado pelo autor baseado em NBR ISSO 17512-1 (2011)
O ensaio ¢ composto por um recipiente e um encaixe, o encaixe € utilizado para dividir
as sec¢des do solo no final do ensaio para a realizacdo da contagem, conforme mostrado na

Figura 15.
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A norma recomenda aco inoxidavel ou outro material inerte para o recipiente em solos
com contamina¢do organica, foi utilizado recipientes de vidro vedados com silicone. Os
anelideos puderam passar livremente por entre as localidades e ndo foi permitida a entrada de
luz pelas paredes do recipiente. Somado a isto, medidas para impedir a fuga foram realizadas,
um plastico foi usado como vedagdo de tampa, sendo este furado para permitir a entrada de
oxigénio. A altura do solo ficou entre 5 a 6 cm conforme recomendacao da norma. Para os testes
de fuga com a Eisenia andrei foi utilizado 500 g de solo seco por recipiente, e concentragdes
de 0%,1%,2%, 3% e 4% de biodiesel. Ja para a Eudrilus eugeniae foi usado 750g de solo seco
e contaminagoes de 0%, 0,5% 1%, 2% e 3%.

No final do ensaio, os divisores foram deslizados junto as paredes dos
compartimentos, servindo para isolar as sec¢des. Outras varidveis fixas do ensaio foram:
temperatura de 20°C com variacdo maxima de 2°C, e o fator de iluminacao, fixado entre 400 e

800 lux com intervalos de ciclo claro/escuro de 16/8h.

O ensaio teve como objetivo detectar efeitos sub-letais, permitindo no méximo para
validacao do teste a morte de um individuo por amostra, o ensaio tem duragdao de 48 horas.
Quintuplicatas foram realizadas para a espécie Einsenia andrei e triplicatas para a Eudrilus
eugineae. Na analise de quantificagdo do nimero de anelideos por sec¢do no final do ensaio,
caso a anelideo esteja partido devido a divisoria, ¢ contabilizado 0,5 para cada secdo,

independente da propor¢ao em cada um dos lados.

3.5 Preparacio da amostra para vermirremediacio

Aquarios de 15 x 15 x 10 cm de altura foram utilizados para a colocagao do solo
contaminado e os anelideos. O solo foi contaminado com uma concentragdo de biodiesel
determinada a partir dos resultados dos testes de toxicidade (30g/kg), a maior concentragao
testada que ficou abaixo a faixa da faixa de 50% de letalidade. Porém durante a contaminagao
dos recipientes de vermirremediagdo, somente 24g/kg permaneceram no solo dos 30g/kg
utilizados, provavelmente devido a grande quantidade de solo utilizado e dificuldade de
homogenizagdo. O niimero de anelideos utilizados por recipiente foi de 10 unidade para cada 1
kg de solo contaminado, valor mais comum utilizado pela bibliografia. O experimento teve as

seguintes varidveis, microrganismos presente no solo natural, bioestimulacao (5g/kg de esterco
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bovino) e a presenca dos anelideos conforme Quadro 3, com triplicata, totalizando 24
experimentos no total. As demais varidveis permaneceram fixas , sendo estas a temperatura e a
umidade do solo de 30%. Os solos sem a presenca de microrganismos serdo esterlizados em

autoclave, com o objetivo de eliminar os microrganismos presentes naturalmente no solo.

Quadro 3: Delinecamento dos ensaios de biorremediagao.

Ensaio Microrganismos Alimento Anelideos
MBA X X X
MB X X
M X
MA X X
BA X X
A X
B X
CONTROLE

3.6 Determinacio da biodegradacao

As amostras para os ensaios de determinacdo da degradagao foram retiradas do solo

apos o revolvimento semanal do solo.

Analises de degradagdo foram realizadas em intervalos de 7, 30, 60 e 90 dias para
cada um dos ensaios. A degradacao quantitativa foi realizada através da extragao do biodiesel

por oleos e graxas.

A metodologia adotada para a extracdo ¢ descrita em USEPA 3550B (1996), a
determinagdo do teor residual, e consequentemente, a porcentagem de degradacdo encontram-

se nas Equagoes (4) e (5).

Para a extracdo, primeiramente ¢ diluido 10g de amostra de solo em 50 ml de hexano.
A amostra diluida ¢ levada ao ultrassom, aonde através da agitagdo das particuladas o biodiesel
desprende-se do solo e dilui-se no hexano. Apo6s o periodo de 2 minutos de agitagdo no
ultrassom, o liquido hexano+biodiesel ¢ filtrado para remover as particulas do solo. Este
processo € repetido para a mesma amostra de solo, totalizando no final uma amostra de 100 ml
de hexano + biodiesel. No final, os 100 ml da amostra sao aquecidos a 80° C para remover o
hexano do meio, deixando somente o biodiesel retirado da amostra de solo, com o qual

determina-se a concentragdao do contaminante no solo.
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Tr = 4)

Sendo:TT o teor residual, Py o peso seco da amostra utilizada em gramas, P; o peso do
béquer em gramas, P, o somatorio do peso do béquer e a amostra extraida do solo contaminado

ambas em gramas.

D=-" 5)

Onde: D ¢ a degradagdo, V; o valor inicial do biodiesel adicionado ao solo em

porcentagem, V¢ o valor final extraido em cada tempo de analise (%).

A cromatografia foi utilizada para a avaliagao da degradacao das cadeias carbonicas
do biodiesel. O Cromatografo Gasoso utilizado foi da Marca Varian, modelo STAR 3400cx,
com colunas PE-WAX (Polietilenoglicol), as quais iniciaram a uma temperatura de 35°C
durante 5 minutos, ap6s foi acrescido 5°C a cada min até atingir uma temperatura de 245°C aos
20 minutos, a temperatura do injetor ¢ de 250°C e do detector 300°C, a injecao foi do tipo Split
1:50, sendo a fase movel composta de hidrogénio UP com um fluxo de 1,0 mL/min € um volume

injetado de 0,5uL.

A identificacdo das cadeias de carbonos foi através de uma mistura comercial de
carbonos (padrdo) do C15 ao C30, analisando-se a concentragdo desses compostos em
diferentes tempos da amostragem, se calculara a eficiéncia da remocao, a partir da equacao (5)

C;—C
Dzl_f

: 5)

No qual: D € a degradagdo, C; ¢ valor inicial da area do carbono analisado, Cr o valor

final da area do carbono em cada intervalo de tempo na andlise.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo apresentam-se os resultados das analises de toxicidade e de remediacdo

realizadas com o biodiesel. Bem como a caracterizacao do solo e do biodiesel utilizado.

4.1 Caracteristicas Fisico, quimico e microbioldgica do solo

As caracteristicas fisico-quimicas encontram-se na Tabela 4, os valores foram
levantados através das analises realizadas pelo Laboratorio de solos da Faculdade de
Agronomia e Medicina Veterinaria.

O pH natural do solo (5,1) ¢ considerado éacido e fica fora da faixa ideal para a
proliferagdo de microrganismos, tendendo a diminuir também a capacidade de degradagao.
Porém, o solo apresenta boa porosidade, permitindo uma boa passagem de oxigénio para a

respiragdo dos microrganismos.

De forma complementar, uma analise da capacidade méaxima de agua foi realizada
segundo recomendagdes da ABNT (2013), pois os ensaios de toxicologia necessitam que o solo
seja ajustado de 40 a 60% da capacidade maxima de retencdo de dgua. A andlise foi feita em
triplicata, a capacidade maxima de retencdo do solo ¢ de 59,75% com um coeficiente de
variagdo de 2,70%, portanto, os ensaios foram ajustados para uma umidade do solo de 30%,

correspondente a 50% da capacidade méaxima de retencao.

Também realizou-se a caracterizagdo quimica do composto utilizado nos ensaios de
vermirremediagdo como fonte de bioestimulacio e alimentagdo (esterco bovino), os resultados

encontram-se na Tabela 5.

Conforme Tabela 5, o composto apresenta boa carga de nutrientes para servir como
fomentador dos microrganismos, € a0 mesmo tempo ¢ uma boa alimentagdo para os anelideos
presentes na amostra. O esterco ¢ rico em nitrogénio com uma relagdo de carbono nitrogénio

de 8,98/1.



Tabela 4: Caracterizacao do solo.

PARAMETRO VALOR
Argila (%) 72
Silte (%) 15
Areia (%) 13
Limite de Liquidez (%) 53
Limite de Plasticidade (%) 42
Peso Especifico das Particulas (kN/m?) 26,7
Indice de Vazios 1,19
Peso Especifico Natural (kN/m?) 16,3
Grau de Saturagao (%) 75,7
Porosidade (%) 54
pH 5,1
Matéria Organica (%) 0,9
Condutividade Hidr4ulica (cm/s) 1,39x107
Fosforo (mg/dm?) 6
Potéssio (mg/dm?) 29
Aluminio (cmolc/dm?) 2
Calcio (cmolc/dm?) 4
Magnésio (cmolc/dm?) 1,3
H+AI (cmolc/dm?) 9,7
CTC (cmolc/dm?) 15,1
Saturacao de Bases (%) 36
Saturacao de Aluminio (%) 27
Saturacgao de Potéssio (%) 0,5
Ind. SMP 53
Enxofre (mg/dm?) >62
Boro (mg/dm?) 0,4
Manganés (mg/dm?) 17,2
Zinco (mg/dm?) 1,84
Cobre (mg/dm?) 1,77
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Tabela 5: Caracterizagcdo quimica do esterco bovino

Parametro Valor
Umidade 65°C (%) 16,70
Nitrogénio (%) 2,33

P05 (%) 1,80

K20 (%) 3,33
Carbono organico (%) 20,92
CTC (mmolc/kg) 429,00

Calcio (%) 2,66

Magnésio (%) 0,62

Enxofre (%) 0,57
Zinco (mg/kg) 201,34
Cobre (mg/kg) 66,59
Manganés (mg/kg) 679,50
Boro (mg/kg) 388,29

A caracterizagdo microbioldgica do solo foi realizada por meio da contagem das
bactérias aerdbias e dos fungos presentes no solo. O solo apresenta uma média de 5,36 UFC/mL
de bactérias com um coeficiente de variagao de 2,70% e uma média de 4,58 UFC/mL de fungos

com um coeficiente de variacao de 10,44%.

4.2 Biodiesel

O biodiesel utilizado na pesquisa tem sua origem de soja puro (B100), produzido pela
empresa BSBIOS, localizada na BR 285, km 294, no distrito industrial de Passo Fundo, tal
biodiesel tem em sua composicdo as caracteristicas apresentadas na Quadro 4 conforme

laboratorio da BSBIOS.

Os valores apresentam-se dentro das faixas de caracterizagdo para o biodiesel a base
de soja citadas no item 2.5 da revisdo, a caracterizagdo somente apresenta um indice de cetanos

menor (43) que os citados na bibliografia (45, 51, 51).

Uma analise cromatografica do biodiesel foi realizada, o resultado ¢ apresentado na

Tabela 6.



Quadro 4: Relatério das caracteristicas e especificacdes do biodiesel

Ensaio Resultado Unidade Especificacio Norma de Referéncia
Aspecto 28,5 °C LIl - Limpido de fsento MA-CQ-018/07
de impurezas
Massa Especifica a 20 °C 880,1 kg/m? 850 - 900 ASTM D 4052/2016
Vlscosmai%génemama Y4309 mm?/s 3,0-6,0 ASTM D 445/2017a
Teor de dgua 170 mg/kg Maximo 200 ASTM D 6304/2016
Contaminagao Total 15,8 mg/kg Maximo 24 EN 12662/2008
Ponto de Fulgor 142,5 °C Minimo 100,0 ASTM D 93/2006a
Teor de Ester 99,3 % massa Minimo 96,5 EN 14103/2011
Cinzas Sulfatadas <0,005 % massa Maximo 0,02 ASTM D 874/2013a
Enxofre Total 2,6 mg/kg Maximo 10 ASTM D 5453/2016
Sédio + Potassio 1,1 mg/kg Maximo 5 NBR 15553/2015
Calcio + Magnésio <1,0 mg/kg Maximo 5 NBR 15553/2015
Fosforo <1,0 mg/kg Maximo 10 NBR 15553/2015
Corrosividade ao Cobre, L.
3ha 50 °C la - Maximo 1 ASTM D 130/2012
Ponto de Entupimento de 1 °C Méximo 4 ASTM D 6371/2017a
Filtro a Frio
Indice de Acidez 0,42 mg/g Maximo 0,50 EN 14104/2003
Glicerina Livre 0,018 % massa Maximo 0,02 ASTM D 6584/2017
Glicerina Total 0,186 % massa Maximo 0,25 ASTM D 6584/2017
Monoglicerideos 0,601 % massa Maximo 0,70 ASTM D 6584/2017
Diglicerideos <0,092 % massa Maximo 0,20 ASTM D 6584/2017
Triglicerideos 0,001 % massa Maximo 0,20 ASTM D 6584/2017
Indice de Iodo 117 g/100 g Anotar EN 14111/2003
Esmblhdaldleoao(c)mda‘?ao a 11,8 Horas Minimo 8 EN 14112/2016
Numero de Cetano 43,1 - Anotar ASTM D 6890/2016

Fonte: Autoria propria

Tabela 6: Cromatografia do biodiesel analisado

Acido graxo Area %
C16:0 14,16
C18:0 6,25
C18:1 29,14
Cl18:2 43,82
Cl18:3 6,03

Os resultados da cromatografia apresentam alguns picos de ésteres em comum com o

biodiesel de soja puro mostrado no item 2.5 da revisdo bibliografica, porém, enquanto o maior

pico do biodiesel caracterizado ¢ do C18:2 (metil linoleato), o pico no biodiesel de soja puro

segundo literatura ¢ C18:1 (metil oleato), sendo o C18:2 o0 4° pico em area somente. Essa

diferenga pode ser pela procedéncia da soja, método produtivo ou por ele ndo ser composto

somente de soja pura e ter outras substancias em sua composi¢do como gordura de frango,

suina, € bovina.
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4.3 Ensaios de toxicologia.

Os resultados dos ensaios de toxicologia apresentam-se nos itens 3.4.1 e 3.4.2. Os
ensaios de toxicologia demonstram que a espécie com maior tolerdncia ao contaminante ¢ a
Eudrilus eugeniae, a qual sobrevive a concentracdes de até 30g/kg de biodiesel e evita o solo
contaminado em concentragdes superiores a 20g/kg. A espécie Eisenia andrei resistiu a
concentracdes de até 20g/kg de biodiesel e evitou o solo contaminado para concentragdes
superiores a 10g/kg de biodiesel. Com base nos resultados de toxicologia a espécie Eudrilus

eugeniae foi a selecionada para os ensaios de remediagao.

4.3.1  Ensaio de fuga

O ensaio foi realizado conforme item 3.4.2 da metodologia. Para a espécie Eisenia
andrei foram selecionados anelideos com a faixa de massa entre 300 a 600 mg, com 10 unidades
em cada recipiente, em quintuplicata (A, B, C, D, E). A massa unitaria média dos anelideos no
ensaio foi de 0,487 g com um coeficiente de variacao de 4,95%. Os resultados da analise de

fuga para a espécie apresentam-se na Tabela 7.

Tabela 7:Taxa de fuga para a Eisenia andrei.

CONCENTRACAO A B ¢ D E MEDIA | TOTAL FUGA(%)
N|C|N|C|N|C|N|C|N|C|N C N C
CONTROLE 9 (1| 8 |26 |45 [2]| 7|3 71 24| 35 12 529,
1% 910(10|0| 9 |1]10]0 3 9 08| 45 4 84%
2% 515 11100100 (10| 0 8,6 12| 43 6 76%
3% 10 | O 1 (100|100 | 10| O 9.8 02| 49 1 96%
4% 100|100 ] 9 [0 9 |0] 9 |1 94| 02| 47 1 96%

Onde N ¢ o solo natural e C é o solo contaminado.

Nota-se que no geral, independente da contaminagdo, que o comportamento das
minhocas da espécie Eisenia andrei é de evitar o local em que ha o contaminante, preferindo a

area de solo natural. Na Figura 16 se encontra o grafico de tendéncia de fuga.



Figura 16: Comportamento de fuga Eisenia andrei.
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Para a Eudrilus eugineae algumas modificacdes foram realizadas, primeiramente a

faixa de massa foi entre 1000 a 2000 mg devido ao porte do anelideo. Também foram adotadas

menores concentragoes de contaminacao, utlizando-se de 0,5%, 1%, 2% e 3% de biodiesel em

solo. O ensaio foi realizado em triplicata (A, B, C), com 10 unidades por caixa, o peso médio

foi de 1,77 g (coeficiente de variagdo de 0,78%). Os resultados da analise de fuga apresentam-

se na Tabela 8.

Tabela 8:Taxa de fuga para a Eudrilus eugeniae

CONCENTRACAO B MEDIA | TOTAL FUGA(%)
N|C|N|C|N|C|IN|C|N |C Ph solo
CONTROLE 6 |4 7|3 1|9 /|28]/32 14| 16 7% 5,1
0,5% 7,512,5|7,5(25|7,5(25| 45| 15| 22575 50% 4,73
1% 6 [ 4|73 |75(25]|4,1(19]205|9,5 37% 4,6
2% 100/ 0|9 |1 |10[0|58[02 29| 1 93% 4,6
3% 9 {1100 |[10] 0 |58[02] 29| 1 93% 4,64

Conforme Tabela 8, o biodiesel tem uma influéncia no pH do meio, tornando-o um

pouco mais acido, fazendo com que o ambiente seja menos amigavel aos anelideos, os quais

preferem um pH mais préximo ao neutro. Até uma concentragao de 1%, as minhocas da espécie

eugeniae evitam parcialmente o solo, e em concentragdes maiores que 1%, elas tendem a fugir

do solo contaminado.
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Os resultados mostram que a uma concentracao de 10g/kg de biodiesel, até 50% das
minhocas da espécie eugineae tendem a evitar a contaminacao de biodiesel. Para concentracdes
acima de 20g/kg de biodiesel, o valor de fuga fica proximo a 100%. O grafico de fuga pode ser

visto Figura 17.

Figura 17: Projecdo da fuga para Eudrilus eugeniae.
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Foi realizado também a analise de aleatoriedade, sendo que os lados (esquerdo ou
direito) em qual o solo contaminado foi colocado foram dispostos de maneira aleatoria, de
forma a evitar possiveis preferéncias devido a influéncias externas a um dos lados (iluminagao,
termperatura). A Tabela 9 demonstra que a tendéncia das minhocas em definir um lado que nao

sofreu influéncias externas do meio.

Tabela 9: Aleatoriedade dos lados

A B C MEDIA | TOTAL FUGA (%) '
CONTROLE | E | D |E|D|E | D | E | D E D Ph solo | Condutiv.
6 | 4 |73 |1 ]9 28|32 14| 16 7% 5
1% 7.5 2SN S Bl 25 e 3] 3| 15| 15 0% 4,73 12,27
1% 6 | 4 |37 [75(25]33|27]| 165]| 13,5 10% 4.6 12,27
2% 0 [10 |91 [10]| 0 | 38|22| 19| 11 27% 4.6 12,27
3% 9 | 1 |0O[10] 10| O | 38|22| 19| 11 27% 4,64 12,27

Na literatura nao existe analise de fuga com biodiesel. Cuevas-Diaz et al (2017)

analisaram a fuga da espécie Pontoscolex corethrurus em O6leo pesado bruto, sendo que a



50

mesma apresentou fuga de 52, 39, 42, 60, 95 e 100% para as concentragdes de 0, 0,0551,
0,0969%, 0,4845%, 0,9991% e 1,4869%. Hentati et al (2012) analisando a fuga da espécie
Einsenia andrei para diferentes concentragdes de petrdleo, obteve uma taxa de fuga de 90, 100,
85, 77 e 100% para concentracdes de 5,05%, 11,60%, 16,15%, 0%, 11,63% para diferentes
tipos de solo. Mooney et al (2012) obteve indices de fuga de 80%, 50% e 68% para
concentragdes de diesel de 0,2, 0,3 e 0,6% para a espécie Microscolex macquariensis. Shaefer
(2005) analisou a fuga na espécie Eisenia fetida para concentragdes de TPH de 0,2, 0,316 ¢
1,074% e obteve indice de fugas de 73, 73 e 84%. Os resultados demonstram que os anelideos
apresentam-se mais tolerantes a presenca do biodiesel do que TPH e diesel. Em relacdo ao 6leo
pesado bruto, a espécie Eisenia andrei apresentou comportamento similiar para o biodiesel,
porém vale resaltar com apresentado por Mooney et al (2012) que o tipo de solo pode afetar o

comportamento de fuga.

As duas espécies analisadas nesta dissertacdo apresentaram diferentes
comportamentos de fuga para o biodiesel , a espécie Eudrilus eugeniae apresentou uma maior
tolerancia a presenca do containante. Em contrapartida, Vashanta-Srinivasan (2018) comparou
a toxicidade e fuga das espécies Eisenia Fetida e Eudrilus eugeniae em pesticidas, o autor notou
que a mortalidade para as diferentes espécies varia pouco, apresentando na maioria dos casos a
mesma faixa de mortalidade e tendencia a evitar o solo contaminado para as devidas
concentragdes. Portando a sensibilidade para diferentes espécies pode variar para outros
contaminantes organicos que nao sejam agrotoxicos, ou a especie Eisenia andrei apresenta uma

menor tolerancia que a Eisenia fetida.

4.3.2  Letalidade

Os anelideos foram selecionados aleatoriamente considerando uma faixa de peso de

300 mg a 700 mg, com peso médio de 0,386 e coeficiente de variagdo de 3,77%.

Os resultados de letalidade apresentam-se na Figura 18, na primeira semana nao
ocorreu morte significante dos anelideos, porém os resultados ja mostravam uma tendéncia de
toxicidade com o aumento das concentragdes. Ja na segunda semana, o biodiesel se mostrou
toxico para concentracdes de 3 e 4%, o controle apresentou uma faixa de 93% de sobrevivéncia,

acima das 90% necessarios para a validade do teste.



51

As concentracdes de biodiesel de 3% e 4% apresentaram valores de letalidade acima
dos 50%, sendo considerados letais para a espécie. Os indices de mortes aumentam

drasticamente apods os 2%, permanecendo baixo nas outras concentragdes.

Figura 18: Letalidade para Eisenia andrei.
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Em relagdo a espécie Eudrilus eugeniae, os anelideos foram selecionados entre a faixa
de peso de 1000 mg e 2000 mg, o peso médio foi de 1240 mg com um coeficiente de variagao
de 7,67%. Os resultados de letalidade apresentam-se na Figura 19, percebe que ocorreu
mortalidade somente na segunda semana do ensaio, nas concentragdes de 3 e 4%, porém a
letalidade somente foi considerada toxica para a concentragdo de 4%. Foi observado que a partir
da concentracdo de 2% as minhocas tendiam a ficar reunidas em grupos (bolos), com o objetivo
de se defender do ambiente agressivo.

Ainda, conforme Figura 20, nota-se que ocorreu ganho de peso nas minhocas durante
os 14 dias de ensaio para as concentragdes de 1% a qual obteve o maior ganho, seguido pelo
controle ¢ 2%. A concentracdo de 3% se manteve estavel ¢ a concentragdo com 4% ocorreu

declinio de peso em conjunto com a letalidade.



Figura 19: Gréfico de letalidade para a Eudrilus eugeniae
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Figura 20: Controle de peso durante o ensaio de letalidade para Eudrilus eugeniae
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4.4 Degradacao do Biodiesel

Foram realizadas andlises de oOleos e graxas para determinar as concentragdes de
biodiesel no solo aos 7, 30, 60 e 90 dias. Percebe-se, como demonstrado na Figura 21, que
ocorreu degradagdo em todas as combinagdes, sendo as amostras ‘“microrganismos e
bioestimulagdo (MB)”, “microrganismos, bioestimulagio e anelideos (MBA)” e
“bioestimulacdo e anelideos (BA)” as mais eficientes. Alcangou-se 100% de degradacdo nas
combinagdes “microrganismos, bioestimulagdo e anelideos (MBA)” e “bioestimulagdo e
anelideos (BA)”. O maior periodo de degradagdo ¢ no final do primeiro més e no segundo més.
No ultimo més ocorre uma reducdo na velocidade de degradagao, pois a quantidade disponivel

de biodiesel ja ¢ pequena.

Figura 21: Degradagdo do biodiesel no processo de remediacao ao longo do tempo
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Onde M ¢ microrganismos, B corresponde a bioestimulagdo e A ¢ anelideos.

Conforme a Figura 22, para a contaminacao inicial de 24 g/kg , ocorreu alguma
degradacdo até o periodo de 7 dias nas amostras referente a “anelideos (A)” (26%) e
“bioestimulacdo e anelideos (BA)” (29%). Também ocorreu alguma degradacdo ou perda no
controle, isso pode ser causado pelo revolvimento do solo feito periodicamente e pelo fato que
as amostras ficam em contado direto com o ar, gerando uma contamina¢do de microrganismos

presentes no ambiente. Se comparado ao controle no mesmo periodo, ocorreu uma degradacao
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de 20% (A) e 23% (BA). Nas outras amostras ndo ocorreu degradacao relevante no periodo de

7 dias.

Figura 22: Degradacdo do biodiesel na remedia¢do em diferentes periodos de tempo
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Onde M ¢ microrganismos, B corresponde a bioestimulacao e A ¢ anelideos.
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No final de 30 dias, a maior degradacdo ocorreu nas amostras a qual continham
bioestimulagdao com esterco bovino (5g/kg/semana). A degradacao foi 64% (MB), 70% (MBA),
59% (B) e 65% (BA). Nas amostras somente com anelideos, ocorreu uma menor velocidade de
degradagdo e uma alta mortalidade nas minhocas, fato causado pelo stress causado pela falta de
alimentagcdo e da esterilizacdo do solo. Em relagdo ao solo controle no mesmo periodo a
degradagdo foi de 44% (MB), 54% (MBA), 38% (B) e 46% (BA).

No periodo entre 30 e 60 dias, a degradagao continuou em velocidade um pouco menor
que o meés inicial, e a bioestimulagdo continua sendo o principal agente estimulador da
degradagdo. Com a redu¢do do biodiesel em relagdo ao periodo inicial, o stress perante os
anelideos reduziu, causando um aumento na velocidade de degradacdo nas amostras com
anelideos se comparado as outras amostras. As maiores degradagdes ocorreram na amostra
“MBA” (91%), “BA” (88%), “MA” (87%) “MB” (82%) e “B” (80%). Em relagao ao controle
no mesmo periodo, a degradagao foi de 82% (MBA), 75% (BA), 74% (MA) 64% (MB) e 58%
(B).

Ocorreu um aumento na influéncia dos anelideos no processo de remediacao entre o
periodo de 30 a 60 dias como notado na Tabela 10. Aumento gerado pela diminui¢do da
concentragcdo inicial de biodiesel e adaptacdo dos anelideos ao solo contaminado. Esse
acréscimo de degradagdo destaca-se em “microrganismos e anelideos (MA)” onde ocorre um
acréscimo de 45% na degradagdo, j4 na amostra somente com anelideos, devido a alta letalidade

ocorreu menor diferenca.

Tabela 10: Influéncia dos anelideos na degradagdo no 2 més.

DEGRADACAO

TEMPO ACRESCIMO DE DESVIO

AMOSTRA 30| 60| DEGRADACAO (60-30) | PADRAO
Microrganismos e bioestimulacdo | 64% | 82% 19% 4,87%
Microrganismos e anelideos 42% | 87% 45% 3,30%
Micro. bioest. € Anel. 70% | 91% 21% 2,13%
Bioestimulacao 59% | 80% 20% 2,74%
Anelideos 41% | 70% 29% 7,90%
Microrganismos 44% | 50% 6% 2,87%
Bioestimulac¢ao e Anelideos 65% | 88% 23% 5,41%
Controle 35% | 51% 17% 8,41%

No final do periodo de 90 dias, a degradacao ocorreu em velocidade menor que nos

periodos anteriores. As amostras “microrganismos, bioestimulacdo e anelideos (MBA)” e
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“bioestimulacao e anelideos (BA)” alcangaram uma degradacao de 100%. “microrganismos e
bioestimulacdo (MB)” e “microrganismos e anelideos (MA)” alcangaram uma degradacdo de
95% e 94% respectivamente. Porém se considerar o desvio padrdo, “Microrganismos e
bioestimulacdo (MB)” também alcangou 100% de degradagao.

Em relacdo ao controle no mesmo periodo, a degradacdo foi de 90% e 89% para
“Microrganismos ¢ bioestimulagio (MB)” e “microrganismos e anelideos (MA)”
respectivamente. O controle degradou 48% em relagdo a sua concentracdo inicial.

O desvio padrao alto em algumas das amostras se da pelo fato da quantidade de solo
estudado por amostra (lkg), causando com que o processo de remediacdo ndo ocorra
homogeneamente em toda a amostra, tendo pontos com maior e menor concentracdo de
biodiesel. Conforme a metodologia foi retirado uma amostra de cada solo para cada uma das
triplicatas. Uma das solucdes para a reducdo da variabilidade na estatistica ¢ a realizacao da
coleta de mais amostras por unidade de triplicata e a realizagdo do quarteamento antes da

retirada das mesmas.

4.4.1  Curvas de degradagdo

As curvas de degradagdo demonstradas na Figura 23 e na Figura 24 foram geradas para
as diferentes combinagdes das varidveis, as curvas seguiram tendéncia logaritmica. A maior
degradacao ocorreu nas primeiras semanas até o final do primeiro més ,seguido de uma reducao
na velocidade nos meses finais do levantamento. As amostras que sofreram bioestimulagdo
apresentaram maior degradacdo nos meses iniciais, fato gerado pelo acréscimo de
microrganismos e nutrientes no meio. No periodo de 30 a 60 dias as amostras com anelideos
demonstram um acréscimo na degradagdo, a qual foi gerada pela adaptacdo dos anelideos ao
meio e pela reducdo do biodiesel acumulado no solo, tornando a toxicidade menor. O periodo
final de 60 a 90 dias foi marcado pela redu¢do na velocidade de degradacdo gerada pela menor
presenca de biodiesel.

Nota-se que ocorreu degradagao no controle em relagdo ao periodo inicial, o contato
com o ar e o revolvimento semanal do solo fez com que ocorre-se contamina¢do por
microrganismos, € que parte do biodiesel se perde-se no processo de revolvimento. Tal
degradacao também se deve a caracteristicas naturais do biodiesel, estudos ja demonstrara que
mesmo com um solo completamente esterilizado ainda existe degradagao parcial do biodiesel

(DECESARO et al, 2017).
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Percebe-se uma maior inclinacdo na curva no periodo inicial nas amostras no qual

ocorreu a bioestimuagdo, devido ao acréscimo de nutrientes € microrganismos no meio. A

amostra somente com microrganismos teve comportamento proximo ao linear, isto demonstra

que o acréscimo na velocidade da degradagdo se da principalmente pela bioestimulagdo no

primeiro més, e pela bioestimulag@o e os anelideos no segundo més até o final do ensaio (90

dias).

Figura 23: Curvas de degradagao do biodiesel no processo de remediacao (a)
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Figura 24: Curvas de degradagao do biodiesel no processo de remediacao (b)
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4.5

Analise cromatografica das cadeias de carbono do biodiesel
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Foi realizado mensalmente uma analise qualitativa da degradacdo do biodiesel através

da cromatografia gasosa. Amostras de biodiesel extraidas por ultrassom foram encaminhadas

para o laboratério de cromatografia da UPF.

Tabela 11: Analise de cromatografia do biodiesel ao longo do processo de remediacao

Os resultados da cromatografia se encontram na Tabela 11.

Microorganismos e bioestimulacao

Microrganismos ¢ Anelideos

Dias 0 30 60 90 | Dias 0 30 60 90
cl6:0 14.16 35.35 31.46 0.00 | c16:0 1416  23.17 35.64 0.00
cl18:0 6.25 24.00  36.04 0.00 | c18:0 6.25 5458  23.10 0.00
cl8:1 29.14  40.66  32.51 0.00 | c18:1 29.14 2225 41.25 0.00
cl82  43.82 0.00 0.00 0.00 | c18:2  43.82 0.00 0.00 0.00
cl8:3 6.63 0.00 0.00 0.00 | c18:3 6.63 0.00 0.00 0.00
Anelideos Microrganismos
Dias 0 30 60 90 | Dias 0 30 60 90
cl16:0 14.16  48.29 50.65 20.46 | c16:0 14.16  47.36  54.94 61.31
cl8:0 6.25 2416  36.63 58.71 | ¢18:0 6.25 23.74  29.99 37.23
cl8:1 29.14  27.55 12.72 20.83 | c18:1 29.14  28.90 15.07 1.46
cl82  43.82 0.00 0.00 0.00 | c18:2  43.82 0.00 0.00 0.00
cl8:3 6.63 0.00 0.00 0.00 | c18:3 6.63 0.00 0.00 0.00
Micro. Bioest. € Anel. Bioestimulacdo
Dias 0 30 60 90 | Dias 0 30 60 90
cl6:0 14.16  43.15 20.83 0.00 | c16:0 14.16  41.32 51.54 16.22
cl8:0 6.25 50.88 32.80 0.00 | c18:0 6.25 18.15 36.14 66.56
cl8:1 29.14 597  46.37 0.00 | c18:1 29.14  40.53 12.32 17.22
cl8:2  43.82 0.00 0.00 0.00 | c18:2  43.82 0.00 0.00 0.00
cl8:3 6.63 0.00 0.00 0.00 | c18:3 6.63 0.00 0.00 0.00
Bioestimulagao e Anelideos Controle
Dias 0 30 60 90 | Dias 0 30 60 90
cl6:0 14.16 32.43 21.17 0.00 | c16:0 14.16 61.38 62.24 66.06%
c18:0 6.25 20.86  38.23 0.00 | c18:0 6.25 33.11 27.39 32.09
cl8:1 29.14  46.71 40.60 0.00 | c18:1 29.14 5.51 10.37 1.85
cl82  43.82 0.00 0.00 0.00 | c18:2  43.82 0.00 0.00 0.00
cl8:3 6.63 0.00 0.00 0.00 | c18:3 6.63 0.00 0.00 0.00

() woSejudorod wd sa10[B A

Nota-se que as cadeias de carbono c18:3 e ¢18:2 desaparecem logo no primeiro més,

sendo reduzidas para c18:1, c18:0 e c16:0. A partir do segundo més (60 dias) as cadeias de

carbono c18:1 reduzem, e a leitura no tempo de 90 dias demonstra que a cadeia de carbono

c18:0 se apresenta a de maior dificuldade de degradagdo. As cadeias de carbono em relagao ao
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tempo da biodegradacdo levando-se em consideracao a quantidade de biodiesel pode ser visto

na Figura 25 e Figura 26.
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Figura 25: Degradagdo das cadeias de carbono do biodiesel ao longo do tempo (a)
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Bioestimulagao

Figura 26: Degradagdo das cadeias do biodiesel ao longo do tempo (b)
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Onde M ¢ microrganismos, B corresponde a bioestimulacao e A ¢ anelideos.
Em praticamente todos os casos percebe-se um aumento na quantidade de cadeias

c:18:0 e c:16:0 em relagdo ao tempo inicial, e uma redu¢do nas cadeias c18:3, c18:2 e c18:1. O

biodiesel de cadeias maiores degradou, transformando-se em cadeias menores c:18:0 e ¢:16:1
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A bioestimucao foi o principal agente de degradacdo no més inicial, atuando principalmente
nas cadeias c16:0 e c18:0, e tendo influéncia menor nas cadeias c¢18:1, c18:2 e c18:3.

A cromatografia demonstrou que a alteragdo nas cadeias c18:3 e c18:2 ocorre por
alguma intera¢do quimica com o solo ou ar, pois em todos os casos no periodo final de 30 dias
essas cadeias se transformaram em outras, inclusive no controle. Também nota-se que os
anelideos se demonstraram eficientes em auxiliar a degradacao da cadeia c18:1 em comparagao
as outras amostras.

As cadeias cl18:1 e c18:0 provam-se dificeis de degradar. Percebe se uma queda
significativa delas no segundo més onde ha presenca de anelideos, além de maior queda na
cadeia c16:0. No primeiro més os anelideos tiveram um papel de auxiliar na quebra das cadeias
de carbono c18:0 e c18:1, e a partir do segundo més seu papel de auxilio ¢ em todas as cadeias
no geral.

Apds o final dos primeiros dias os anelideos passaram a sofrer menos com os efeitos
do biodiesel no solo, e a ter um papel mais ativo e agitado dentro do solo e na degradacdo. Essa
letargia inicial pode ser influéncia das cadeias maiores de carbono (c18:0, c18:1), visto que no
final do periodo de 30 dias as cadeias c16:0 apresenta aproximadamente a mesma quantidade
por kg de solo. Essa letargia pode ser também possivel pela absor¢do da cadeia c18:1 pelo

anclideo e sua reducao.

4.6 Toxicidade da remediacio aos anelideos

Durante o todo o periodo de analise, foi realizado semanalmente o acompanhamento
dos anelideos no solo. Um levantamento semanal de letalidade foi realizado, bem como
realizacdo de pesagens dos anelideos para uma analise de adaptacdo e toxicidade.

Conforme a Figura 27, as amostras onde ocorreu maior letalidade foram onde nao
houve a presenca de alimentagao (bioestimulagdo). Nas amostras onde ocorreu esterilizagao do
solo (autoclavado) e nao ocorreu bioestmulacdo (amostra “A”), uma amostra inteira (10
unidades) vinham ao dbito por semana. O estresse causado pela contaminag¢do combinado com
o solo carente de microrganismos (autoclavado) e bioestmulagdo (alimentacao) faziam com que
a comunidade de anelideos ficasse agitada e fadigasse até a morte.

Nas amostras onde nao ocorreu a bioestimulacdo (MA), a mortalidade foi crescente ao

longo do tempo. Os 06bitos iniciais na amostra “microrganismos e anelideos” foram causados
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pelo estresse da contaminacao, e a mortalidae aumentou ao longo do tempo devido a abstencao
de uma fonte de nutrientes. O indice de mortalidade de 15 dias foi de 17%, proximo ao resultado
alcangando nos testes de toxicidade inicias para o mesmo periodo de tempo. A mortalidade
alcancou 96,6% no final do periodo de 90 dias, causado pela falta de alimentagdo do meio.

Nas amostras onde ocorreu bioestimulacdo (MBA e BA) a letalidade foi baixa no
decorrer do ensaio, alcangando valores de 10% (microrganismos, bioestimulagao, e anelideos)
e 23,3% (bioestimulacdo, e anelideos). Portanto, o principal fator que influencia a letalidade no
processo de remediagao ¢ a falta de alimentagao.

Durante todo o periodo inicial ndo ocorreu nascimento de filhotes, somente no final
do terceiro més iniciou-se o aparecimento de proles. Os filhotes apareceram somente nas
amostras que ocorreu bioestimulagao, € em valores baixos, tal fato demonstra que a toxicidade
do biodiesel apesar de ndo causar letalidade elevada, causa reducdo na reprodugdo dos
anelideos. Um aumento na alimentagdo (bioestimulacdo) poderia fomentar uma maior
reproducdo, porém foi optado durante a realizagdo dos testes seguir a norma de toxicidade, a
qual estipula 5g/semana para 10 unidades para ensaios de toxicidade. Apesar da espécie usada
na remediacao (Eudrilus eugeniae) ser de maior porte em relagao a espécie estipulada pela ISO

(Eisenia fetida).

Figura 27: Letalidade ao longo da remediagao
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Onde M ¢ microrganismos, B corresponde a bioestimulacao e A ¢ anelideos.
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Figura 28:Controle de peso ao longo da remediagado
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Onde M ¢ microrganismos, B corresponde a bioestimulagdo e A ¢ anelideos.

Em relacdo a andlise de peso, percebe-se uma perda de peso nas amostras com o solo
esterilizado e sem bioestimulacdo (Amostra “A). A perda foi causada pelo estresse e
movimentacdo dos anelideos no meio devido ao solo alienigena e a presenca de contaminante.
Tal caracteristica levou a 6bito rapidamente os anelideos presentes nessas amostras.

Nas amostras sem bioestimulacdo onde o solo nao foi esterilizado (MA), a massa
unitaria das minhocas foi reduzindo com o tempo, até levar a 6bito 96,6% das amostras no final
do periodo de 90 dias.

Nas amostras com bioestimulagdo (BA ¢ MBA) correu um aumento de massa com o
decorrer do tempo. No periodo inicial de 15 dias, ocorreu perda de massa em todas as amostras
devido ao estresse do solo contaminado, apds esse periodo, devido a degradagdo do biodiesel e
a adaptacdo dos anelideos ao meio, ocorreu um aumento de massa com o pico aos 71 dias para
as amostras “microrganismos, bioestimulacdo e anelideos” e aos 78 dias para as amostras

“microrganismos e bioestimulacao”.

4.7 Discussao dos resultados

Os anelideos sofrem estresse nos dias iniciais do processo de remediagdo devido a alta
concentracdo do contaminante, contribuindo menos no processo degradativo do biodiesel no

periodo inicial de 30 dias. A esterilizagao do solo provou-se estressante para para os anelideos,
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sendo a amostra de solo esterilizado onde ocorreu o maior indice de letalidade, afetando assim
o processo degradativo destas amostras.

Nos primeiros 60 dias ¢ onde ocorre a maior parte da degradagdo do biodiesel, sendo
os ultimos 30 dias responsaveis pela remediacdo do biodiesel residual, ocorrendo uma redugao
na taxa de degradagdo nesse periodo. O controle demonstra que o revolvimento do solo e o
contato do mesmo com o ar acabada gerando processos de degradagdo do biodiesel, este gerado
pela aeracao do solo pelo processo revolvimento e a contaminacao do solo por microrganismos
presentes no ar.

A degradac¢ao pelos anelideos ¢ influenciada pelos microrganismos presentes em seu
trato digestivo, pois mesmo na amostra onde ocorreu 100% de letalidade dos anelideos, a
degradacao continuou por um periodo apds a morte dos mesmos. Este fonemeno pode ser visto
nas amostras A (anelideos) ondeocorreu 100% de letalidade no final do periodo de 30 dias,
mas o maior pico de degradagao ocorreu ap6s esse periodo (30 a 60 dias) conforme Figura 24.
Os microrganismos presentes no trato digestivo provavelmente sdo responsaveis por esta
degradacao, no periodo entre 60 e 90 dias ocorre a morte desses microrganismos devido a falta
do hospedeiro (anelideo) e a degradagdo tende a estabilizagao.

Para amostras grandes de solo (1kg) demonstrou-se necessario maior cuidado para
homogeniza¢dao do meio e coleta de amostras, a coleta de maior quantidade de amostras e
realizacdo de técnicas como o quarteamento sdo possiveis solucdes para a reducdo da
variabilidade nos resultados.

Alteragdo na quantidade de esterco bovino acrescentado ao numero de anelideos da
amostra sao fatores interessantes para estudos futuros, buscando-se assim a combinacao de
maior eficiéncia, pois a saturacdo ou nao da area pela quantidade de anelideos altera o
comportamento deles no solo, bem como a disponibilidade de alimentacdo. A alteragdo da
quantidade do esterco bovino pode afetar tanto o comportamento dos anelideos como o dos
microrganismos presentes no solo.

Os anelideos auxiliaram da reducao de todas as cadeias de carbono do biodiesel,
entretando, obtiveram um maior foco de auxilio na quebra das cadeias maiores. O mesmo
comportamento foi encontrado por Martinkosky (2017) para outra espécie, o autor percebeu
que os anelideos da espécie Fisenia fetida auxiliaram a quebra das cadeias maiores de carbono

de uma contaminacao em solo por petroleo bruto.
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Os testes de toxicidade demonstram que € necessario confinar os anelideos para os
processos de vermirremediacdo de biodiesel, pois apesar de os anelideos resistirem bem a
contaminagdes de biodiesel (30g/kg para a espécie Eudrilus eugeniae e 20g/kg para a Eisenia
andrei) ele tentem a evitar o solo contaminado em concentragdes menores (20g/kg para a
Eudrilus eugeniae ¢ 10g/kg para a Eisenia fetida). A constru¢do de reatores compostos de
caixas de material poroso para a passagem de oxigenio ¢ uma possivel maneira de se realizar a
vermirremediacao.

Os testes de toxicidade demonstram que o biodiesel ¢ menos toxico para os anelideos
que outros combustiveis como o petroleo e o diesel, esse efeito de menor toxicidade do biodiesel
ja foi visto em vegetais e microrganismos. (HOWROT-PAW, MARTYNUS, 2011, MARIANO
et al, 2008, LAPINSKIENE ET AL, 2006).
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5 CONCLUSOES

A espécie Eudrilus euginae apresenta maior tolerancia a contaminacdes do solo que a
espécie Eisenia andrei.

Os anelideos da espécie Eudrilus euginae auxiliam na degradagdo de biodiesel em um
solo argiloso residual basaltico.

A espécie Eudrilus euginae provou-se eficiente no auxilio na biorremediagao de
biodiesel em um solo argiloso residual de basalto, alcangando valores de 100% de degradagao
em conjunto da bioestimulagdo, € 94% em conjunto com 0s microrganismos.

O bioestimulante “esterco bovino” provou-se eficiente no auxilio da degradagdo do
biodiesel em solo argiloso residual basaltico.

A espécie Eisenia andrei apresenta potencial para auxiliar dreas contaminadas com
biodiesel com concentragdes de contaminante de até 2%, porém ela precisa ser forcada a ter
contato com a 4area contaminada, pois a mesma tende evitar as dreas contaminadas.
Apresentando proximo a 100% de fuga para concentracdes superiores a 10g/kg.

A espécie Eudrilus euginae apresenta uma maior tolerancia a permanecer no solo
contaminado que a espécie Eisenia andrei, apresentando fuga acima de 50% para concentragdes
acima de 20g/kg. A espécie também apresentou maior resisténcia a contaminac¢io, havendo
toxicidade somente em concentragdes acima de 3%.

Na biorremediacao, a bioestimuagao (5g/kg/semana de esterco de bovinos) provou-se
eficiente na remediag@o do biodiesel, alcangando valores proximos ao 100% no periodo de 90
dias. Sendo junto com os anelideos os principais agentes no processo de biorremediagao.

Os microrganismos presentes no trato digestivo dos anelideos influenciam no processo
de remediagdo, mesmo que ocorra a morte dos anelideos do meio, os micorganismos do trato
digestivo sobrevivem temporariamente e continuam o processo de degradacao.

O solo contaminado e esterilizado € toxico para os anelideos e alcanga letalidade acima
de 50% em menos de 14 dias. O solo ndo esterilizado apresenta menor letalidade (96% de
letalidade no final dos 90 dias, 15% nos primeiros 15 dias), j4 no solo com alimentagdo a
letalidade ¢ proxima a 0 durante todo o ensaio.

A cadeia c18:1 e c18:0 sdo as que apresentam maior dificuldade para a realizagdao da

degradacao, os anelideos particularmente auxiliaram na reducdo dessas cadeias, principalmente
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a cl8:1. As cadeias apresentaram maior redug¢do nas amostras onde ocorreu presenca dos
anelideos.

Reatores compostos de uma caixa de material poroso se demonstram uma maneira de
se utilizar os anelideos para a pratica da vermirremediacdo em uma escala maior, pois as
minhocas ficariam presas em contato com o solo contaminado. Caso as concentracdes de
contaminante sejam muito elevadas inicialmente para os anelideos, podem ser reduzidas
inicialmente com outros processos de biorremediacao, como a bioestimulacdo com esterco

bovino, o qual ja podera servir de alimentacdo complementar aos anelideos.
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6 RECOMENDACAO PARA TRABALHOS FUTUROS

D N N NI N

Realizagdo destes ensaios com outras espécies de anelideos.

Mudar a quantidade de bioestimula¢do e nimero de anelideos por amostra.
Fazer as andlises com outros tipos de solo.

Promover analises de biorremediagdo utilizando anelideos com outros tipos de
contaminante.

Relizar testes de toxicidade nas mesmas concentragdes, mas em solo arenoso,

para avaliar a influéncia do solo na toxicidade.
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