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RESUMO

A contaminag¢@o de solos causada por vazamentos de combustiveis ¢ um tema presente nas
pesquisas da area de geotecnia ambiental. Esses solos contaminados com hidrocarbonetos
derivados do petréleo geram impactos negativos ao meio ambiente contaminado o solo e
posteriormente os aqiiiferos. Esta pesquisa tem por objetivo avaliar a descontaminacdo de um
solo residual contaminado com o6leo diesel e biodiesel, através das técnicas de bioremediagao:
atenuacdo natural, bioaumentacdo e bioventing. A pesquisa seguiu 0s seguintes passos:
caracterizacdo fisico-quimica do solo, analise microbioldgica do solo (quantificacdo
microbiologica, selecdo das bactérias para bioaumentagdo) evolucdo de CO,, determinagdo do
teor de contaminante residual pelo método de soxlet. A degradacdo do contaminante por
cromatografia gasosa foi realizada no final do experimento. Para a realizagdo dos ensaios de
bioremediagdo, foram moldados amostras de solo indeformados retirados a uma profundidade
média de 1,20m com formato cilindrico de 10 cm de altura e 7,5 cm de diametro. A pesquisa
tem como varidveis fixas: a dimensdo geométrica dos corpos de prova (CP), a quantidade do
contaminante, a quantidade de ar comprimido e o tempo de a¢do dos microrganismos. Como
variaveis de resposta foram considerados a populagcdo dos microrganismos e o teor de dleo
diesel e biodiesel residual. A quantificagdo microbiana foi avaliada em quatro periodos pré-
determinados 30, 60, 90 e 120 dias da contaminag¢do. Os CP foram mantidos a temperatura
ambiente do laboratdrio, a umidade e o pH foram mantidos de acordo com a natural do campo e
avaliado aos 30 e 120 dias. A degradacdo do poluente foi observada nas trés técnicas de
bioremediacdo, indicando que as bactérias nativas do solo em estudo apresentam um elevado
potencial de biodegradagdo tanto dos 4cidos graxos presentes no biodiesel como dos

hidrocarbonetos encontrados no diesel.

Palavras Chaves: Atenuagao Natural, Bioaumentagao, Bioventing.



ABSTRACT

The ground contamination caused by fuel leak is the one of subject in geoenvironmental
researches area. These contaminated soil with petroleum hydrocarbons derived generate
negative environment impacts, mainly because of the possibility of contaminating groundwater.
The aim of this research was evaluate the decontamination of one residual soil from south Brazil
contaminated with oil diesel and biodiesel, through the bioremediation techniques, such as:
natural attenuation, bioaumentation and bioventing. The steps followed in development of the
work were the physical-chemistry characterization of the soil, the microbiological analysis of
the soil (microbiological quantification, selection of the bacteria for bioaumentation) evolution
of CO,, determination of the amount of diesel e biodiesel with the soxlet method. The
contaminate degradation by gaseous chromatography was carried out at the end of the
experiment. For the bioremediation tests were molded cylindrical samples of residual soil with
10 cm of height and 7,5 cm of diameter. The variables analyzed were the microorganism
population and the amount of oil diesel and biodiesel residual. The microbiological
quantification was evaluated in 30, 60, 90 and 120 days after contamination. The samples were
kept in the temperature and the humidity of the laboratoty and the pH was kept in accordance
with natural soil and evaluated at the 30 and 120 days. It was observed the degradation of the
pollutant in all techniques of the bioremediation studied, indicating that the native bacteria from

the residual soil presented a high biodegradation potential.

Key-words: Natural attenuation, Bioaumentation, Bioventing.
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1 INTRODUCAO

A crescente contaminagdo de solos e dgua subterranea por hidrocarbonetos derivados de
petroleo (dleo diesel), tem sido destaque nas ultimas décadas, principalmente em funcdo da
freqii€ncia com que os episddios de contaminacdo sdo verificados e da gravidade com que o
meio ambiente ¢ afetado. Embora os grandes vazamentos acidentais de petrdleo sejam
preocupantes e ocupem grande espago na midia, estima-se que a principal fonte de
contaminagdo por 6leo diesel seja devida a pequenos vazamentos de combustivel ocorridos
em reservatorios, falhas mecanicas ou humanas ocorridas nas operagdes de descarga e até

mesmo por acidentes ocorridos no transporte deste produto quimico.

Deste modo, quando ocorre um vazamento, uma das principais preocupacgdes € a

contaminac¢do do solo e posteriormente a contaminagao dos aqiiiferos.

A origem das areas contaminadas estd relacionada ao desconhecimento, em épocas
passadas, de procedimentos seguros para o manejo de substincias perigosas, ao desrespeito a
esses procedimentos seguros € a ocorréncia de acidentes ou vazamentos durante o
desenvolvimento dos processos produtivos, de transporte ou de armazenamento de matérias
primas e produtos. A existéncia de uma area contaminada pode gerar problemas como danos a
saude humana, comprometimento da qualidade dos recursos hidricos, restricdes ao uso do
solo e danos ao patriménio publico e privado, com a desvalorizagdo das propriedades, além de

danos ao meio ambiente.

Em virtude de grande parte da frota mundial de veiculos automotores utilizarem o dleo
diesel como combustivel, € necessario a existéncia de muitos postos de servigo, terminais de
distribuicdo e refinarias. No Brasil, existem cerca de 27 mil postos de combustiveis
(PETROBRAS, 1995), muitos operando em condi¢des de risco, o que torna o potencial
poluente ainda mais elevado. Esses estabelecimentos possuem reservatérios ou tanques, que

armazenam grandes quantidades deste produto, com vida util de 25 anos.
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Os postos de combustivel estdo entre os principais contaminantes do solo apresentando um
percentual de 73 % do total das dreas contaminadas no estado de Sdo Paulo, com 1.221 registros. As
fontes de contaminagdo industrial (259 registros), comercial (100 registros), de tratamento e
disposicdo de residuos (65 registros) e acidentais (17 registros), representam um percentual de 27%
das outras areas contaminadas. Os principais grupos de contaminantes, encontrados nas areas
contaminadas foram: solventes aromadticos, combustiveis liquidos, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (PAHs), metais ¢ solventes halogenados. Entre os combustiveis liquidos, destacam-se os
derivados de petroleo: 6leo diesel e gasolina (CETESB, 20006).

Nas ultimas décadas, em virtude da escassez do petroleo e o excesso de monoxido de
carbono no ar atmosférico nos grandes centros urbanos, alguns paises, entre eles o Brasil,
passaram a buscar fontes de combustiveis alternativas. A utilizagdo de alcool como aditivo da
gasolina teve inicio nos anos 30. A medida foi regulamentada pelo decreto 19.717, de 20 de
fevereiro de 1931, que estabeleceu a aquisicdo obrigatdria de alcool anidro de procedéncia
nacional, na propor¢do de 5% da gasolina importada. A adicdo de dlcool anidro a gasolina
permanece indicada por lei, tendo sido elevada a propor¢do a 25%. Essa medida diferencia a

gasolina brasileira da gasolina comercializada em outros paises.

Outra fonte de energia alternativa foi decretada pela lei n° 11.097, dia 13 de janeiro de
2005, que dispde sobre a introducdo do biodiesel na Matriz energética brasileira, sendo fixado
em 5% (cinco por cento), em volume, o percentual minimo obrigatdrio de adi¢do de biodiesel
ao oleo diesel comercializado ao consumidor final, em qualquer parte do territorio nacional. O
prazo para aplicacdo ¢ de 8 (oito) anos apos a publicacdo da Lei, sendo de 3 (trés) anos o
periodo, apds essa publicacdo, para se utilizar um percentual minimo obrigatério
intermediario de 2% (dois por cento), em volume. Essas medidas adotadas diminuem os
impactos ambientais negativos decorrentes de um vazamento, considerando os aditivos

provenientes de origem vegetal ou animal, os contaminantes tornam-se mais biodegradaveis.

Os hidrocarbonetos que constituem os combustiveis como 6leo diesel e gasolina sdo
compostos de baixa densidade e a maioria dos seus componentes consiste em uma fase nao
solivel em dagua, ou pelo menos possuem dificuldade em solubilizar seus componentes no
aquifero quando em seu estado original. Desta forma, um vazamento de combustivel promove
diferentes fases de contaminag¢do. A forma como interagem com o fluxo freatico, com os
argilo-minerais e com a matéria organica (MO) presente no solo ¢ complexa do ponto de vista
fisico e quimico, no entanto, sendo considerados produtos organicos, as acdes biologicas sdo

consideradas significativas e alteram o comportamento do contaminante ao longo do tempo.
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Atualmente uma grande variedade de processos fisico-quimicos e biologicos tem sido
utilizado na remocdo de hidrocarbonetos de petroleo puro e dissolvido na dgua subterranea.
Processos como extracdo de vapores do solo (SVE), recuperacdio de produto livre,
bioventilacdo, extragdo com solventes, incineragdo, torres de aeragdo, adsor¢do em carvao
ativado, bioreatores, bioremediag¢do “ex situ” (remog¢do do solo para posterior tratamento),
entre outros, tem sido usados para remover contaminantes organicos de dguas subterraneas e
sistemas de solo. Esses processos podem ser implementados para controlar o movimento das
plumas de contaminantes, tratar dguas subterraneas e ou descontaminar solos. No entanto
longos periodos de tempo, espago fisico, tratamento do material contaminado e altos custos
estdo normalmente associados com a grande maioria dos processos utilizados para remediacao
de 4reas contaminadas. Mesmo que todos os problemas operacionais dos processos de
remediacdo sejam resolvidos, varios anos serdo necessarios para que os padrdes de qualidade

da agua e do solo sejam atingidos.

r

Por outro lado, a bioremediacdo “in situ”, ¢ um dos processos de remediagdo mais viavel
economicamente, apesar de muitas vezes estar limitada por dificuldades no transporte de
nutrientes ou receptores de elétrons e no controle das condi¢des de aclimatagdo e degradacdo
dos contaminantes nos sistemas subterraneos, continua sendo a arma mais usada e pesquisada

para o controle e descontaminag¢o de aqiiiferos e solos contendo compostos organicos.

A bioremediagdo “in-situ” permite a descontaminagdo no proprio local, evitando os
incomportaveis custos de remog¢ao e posterior tratamento do solo contaminado; ndo ha contato
de pessoas com o contaminante; nenhum ou quase nenhum residuo ¢ formado; requer poucos
equipamentos ¢ mao de obra; ndo interfere nas operacdes que ja estdo sendo realizadas;
podem ser utilizadas em locais de dificil acesso e € a técnica mais viavel economicamente

para a descontaminacdo do solo.

Pelo processo de bioremediagdo, a biodegradacdo do poluente se dd pela agdo dos
microrganismos presentes (atenuagcdo natural) ou inoculados no solo contaminado
(bioaumentag¢do), podendo ocorrer naturalmente ou sendo estimulada por nutrientes como
matéria organica, oxigénio (bioventing), nitrogénio entre outros, contribuindo para o
desenvolvimento sustentavel do meio ambiente. Este processo de biodegradacdo ¢ baseado na
capacidade de populagdes microbianas de modificar ou decompor determinados poluentes,
utilizando os hidrocarbonetos de petroleo como fonte de carbono (C) e energia ao seu
crescimento nos solos. A degradacdo completa destes hidrocarbonetos resulta em produtos

finais atoxicos como dioxido de carbono (CO,), agua (H,O) e biomassa celular.
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As preocupagdes relacionadas ao potencial de contaminacdo dos solos e dguas
subterraneas, por derramamento de combustivel vém crescendo em diversas cidades
brasileiras. Sao Paulo e Curitiba possuem legislacdo sobre o tema, e em Joinville a prefeitura
realizou um estudo em todos os postos de combustivel da cidade, no qual foi constatado que
somente um posto ndo possuia qualquer tipo de vazamento. O Rio Grande do Sul ndo possui
nenhuma legislacdo especifica para a contaminacdo de combustiveis, e os processos de

remediagdo empregados baseiam-se principalmente no tratamento “ex situ”.

Sabe-se que, inumeros sdo os registros dos acidentes ambientais em nosso estado
ocasionados pelo derramamento de combustiveis, e que estes possuem natureza
eminentemente multidisciplinar, contudo, existe a necessidade de obtencdo de um maior
nimero de dados técnicos sobre tal problema para que se possa promover a recuperagdo do
solo contaminado (principalmente em Latossolos), sem comprometer a biodiversidade local.
Portanto pesquisar e entender a dindmica dos processos de bioremediacdo torna-se
fundamental para desenvolver atividades de descontaminacdo do meio contaminado, bem

como para desenvolver uma técnica de biodegradacdo econdmica e ambientalmente viavel.

O objetivo desse trabalho ¢ avaliar a capacidade de bioremediagcdo de solos residuais de
basalto contaminados com o6leo diesel comum e biodiesel puro, através das técnicas de

atenuacdo natural, bioaumentagao e bioventing.
Os objetivos especificos sao:

= Caracterizar o solo do campo experimental de geotecnia da UPF.

* Quantificar os microrganismos nativos do solo natural.

= Avaliar a atividade microbioldgica presente no solo em estudo.

= Verificar a resisténcia dos microrganismos na presenca dos contaminantes.

* Determinar o teor de contaminante residual.

* Projetar e montar um equipamento de aerag¢do para desenvolver a técnica Bioventing.

= Verificar o potencial de descontamina¢@o do solo através de estudos de biorremediacio

utilizando a técnica Atenuagdo Natural, Bioaumentagao e Bioventing.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Com o desenvolvimento dos processos industriais, surgiram novos compostos quimicos
sintéticos que por sua vez foram langcados no meio ambiente indiscriminadamente. Muitos
desses compostos chamados xenobiodticos, como exemplo os hidrocarbonetos de petrdleo,
estdo sujeitos ao metabolismo microbiano. A degradac¢do dos xenobidticos no solo pode ser
abiotica, sem a participacdo dos microrganismos ou enzimas, ou biotica, através de processos
bioquimicos mediados pelos microrganismos, sendo a contribui¢@o relativa de cada processo
dependente do composto e das condi¢des quimicas e fisicas do solo. Na maioria dos casos, a
biodegradagdo ¢ o mecanismo principal da degradacdo de xenobidticos (MOREIRA e

SIQUEIRA, 2002).

Os poluentes xenobidticos podem ser removidos do ambiente por uma variedade de vias
bioldgicas, quimicas e fisicas. Atualmente as técnicas de bioremediag¢@o, oferecem novas
possibilidades para acelerar a degradagdo destes poluentes, quer adicionando-se os nutrientes
necessarios a populagdo microbiana natural, quer adicionando culturas bacterianas mistas ou
puras, que apresentem as vias metabdlicas que permitam a rapida metabolizacdo do

contaminante (WHITE et al. 1996).

Zhou e Crawford (1995) observam que a contaminacdo de solos com gasolina, diesel,
6leos em geral e outros produtos de petroleo através de vazamentos, derrames e outras fontes
tem se tornado importante foco de pesquisa. Os vazamentos ndo apenas contaminam os
ecossistemas dos solos, mas sdo também uma potencial fonte de contaminacdo para os

aqtiiferos a longo prazo.

Desta forma, os freqiientes derramamentos de petrdleo nos solos brasileiros vém
motivando o desenvolvimento de novas técnicas para o tratamento de descontaminagdo

destes. Entre elas, a bioremediacdo destaca-se como uma das mais promissoras, sendo a
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mesma baseada na degradacdo bioquimica dos contaminantes através da atividade de

microrganismos presentes no solo contaminado (BERNOTH et al. 2000).

2.1 BIOREMEDIACAO

A bioremediagdo ¢ um processo de tratamento ativo que usa microrganismos para
degradar e transformar em quimicos organicos os contaminantes do solo, sedimentos e

residuos.

Conforme Moreira e Siqueira (2002), a bioremediacdo ¢ fundamentada nos processos de
degradacdo microbiana e reagdes quimicas combinadas com processos de engenharia, criando
condi¢des para maximizar as transformagdes dos contaminantes organicos do solo. Essas
transformagdes no solo sob influéncia dos microrganismos vdo da simples remoc¢do de um

unico atomo da molécula a mineralizagdo completa da substancia organica

O objetivo da bioremediacdo ¢ mineralizar os poluentes, libertando apenas substancias
inertes, como didxido de carbono e a agua. A bioremediacdo baseia-se em trés aspectos
principais: a existéncia de microorganismos com capacidade catabdlica para degradar o
contaminante; a disponibilidade do contaminante ao ataque microbiano ou enzimatico e
condi¢des ambientais adequadas para o crescimento ¢ atividade do agente bioremediador.

(PEREIRA e LEMOS, 2005).

A bioremediacdo também pode ser considerada como fonte de controle e prevengdo de
poluicdo, reduzindo a toxidade dos organicos e o potencial de migracdo de perigosos
constituintes do solo. Baseia-se no processo de degradagdo microbiana e reagdes quimicas
combinadas com processos de engenharia, a fim de que os contaminantes sejam

transformados, ndo oferecendo riscos ao ambiente.

Apesar de fundamentada em um Unico processo basico (biodegrada¢do), as técnicas de
bioremediagdo envolvem varia¢des de tratamentos “in situ” (no local) e “ex situ” (fora do
local) que podem envolver inimeros procedimentos listados na tabela 2.1 e comentados a
seguir. A maioria dessas estratégias se aplica aos tratamentos de superficie, enquanto
algumas sdo especificas para a bioremediacdo em solos e agua subterranea como ¢ o caso da

bioventilagao.



22

Tabela 2.1. Tipos e estratégias para bioremedia¢do do solo (Moreira e Siqueira, 2002).

BIOREMEDIACAO FUNDAMENTOS E DEFINICOES

PASSIVA Consiste na degradagdo intrinseca ou
natural pelos microrganismos indigenas do
solo.

BIOESTIMULACAO Consiste na adi¢do de nutrientes, como N
e P, para estimular os microrganismos
indigenas.

BIOVENTILACAO E uma forma de bioestimulagdo por adicdo
de gases estimulantes como O, e CH, para
aumentar a atividade microbiana
decompositora.

BIOAUMENTACAO E a inoculagio do local contaminado com
microrganismos selecionados para
degradac¢do do contaminante.

“LANDFARMING” E a aplicacgdio e incorporacio de
contaminantes ou rejeitos contaminados na
superficie de solo ndo contaminado para
degradacdo.

COMPOSTAGEM E o uso de microrganismos terméfilicos
aerébios em pilhas construidas para

degradar o contaminante.

As tecnologias de bioremediagdo “in situ” (“passiva”, “bioestimulacdo”, “bioventilagdo”,
“bioaumentacdo”) possuem baixo custo relativo quando comparadas as tecnologia “ex situ”
(landfarming e compostagem como biopilhas e bioreatores). Entretanto, ha uma grande
dificuldade de aplica-las na recuperagdo de solos impactados por petréleo e/ou derivados
quando estes apresentam caracteristicas argilosas, bastante comuns no Brasil. Dentre as
tecnologias “ex situ”, a utilizagdo de bioreatores apresenta maior aplicabilidade no tratamento
de solos contaminados de natureza argilosa, permitindo o monitoramento efetivo do processo,
maior controle das varidveis (valor de pH, temperatura, umidade, etc.) e melhor incorporagdo

de aditivos. Além disso, os bioreatores sdo sistemas completamente fechados que permitem o
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controle de emissdes e possibilita, na maioria dos casos, a reducdo do tempo de processo
(RAIMUNDO e RIZZO, 2002).

Algumas técnicas de bioremedia¢do podem ser utilizadas em todas as tecnologias, visando
a otimizagdo do processo de degradagao dos poluentes pelos microrganismos. Dentre estas se
destacam: a adi¢@o de nutrientes (bioestimulagcdo) que aumenta a atividade microbiana nativa,
adi¢do de linhagens microbianas exdgenas degradadoras (bioaumentacdo); adicdo de
surfactantes, que auxilia a metaboliza¢do dos compostos poluentes, facilitando o transporte
destes substratos organicos para o interior das células microbianas ou diminuindo as
interacdes superficiais contaminante/solo; ou ainda a adi¢do de enzimas comerciais, que
favorecem a oxidag¢do de moléculas de dificil degradacdo em moléculas de facil assimilagao
pelos microrganismos (RAIMUNDO e RIZZO, 2003).

A superficie do solo contém grande niimero de microrganismos que incluem bactérias
aerébicas ou anaerobicas, fungos, actinomicetos e protozoarios. As tecnologias de
bioremediagdo aumentam o crescimento da populacdo microbiana e criam condigdes Otimas
para o maximo de degradagao possivel.

A técnica de bioremediacdo mais apropriada depende das caracteristicas do local
contaminado, do tipo de contaminante, da natureza e propriedade do poluente e do uso final
do meio. A propor¢do e disponibilidade de contaminantes, substratos e nutrientes, as
condi¢des de umidade, a aeragdo e temperatura e a presenca de compostos inibitorios sao
fatores que geralmente limitam a bioremediacao.

Segundo Moreira e Siqueira (2002), vdérios contaminantes podem ser tratados
biologicamente com sucesso. Estes incluem petrdleo bruto, hidrocarboneto do petréleo como
gasolina, oleo diesel e combustivel de avido, preservativos de madeira, solventes diversos,
lodo de esgoto urbano ou industrial, ou outros compostos xenobioticos, existindo mais de 300

compostos individuais passiveis de destoxificagdo por bioremediacao.

2.1.1 ATENUACAO NATURAL

O processo de atenuacdo natural (bioremediagdo intrinseca) de um poluente organico do
solo, sem acréscimo de nutrientes ou adequacdo de qualquer condi¢cdo ambiental, pode ocorrer
de maneira continua devido ao processo de adaptacdo natural da microbiota nativa do solo
impactado. Esses microrganismos passam, entdo, a utilizar o composto organico poluente

como fonte de carbono, ocasionando assim uma reducdo da sua concentra¢do ao longo do
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tempo. Além disso, o solo contaminado € sujeito ao processo de intemperizagdo natural, onde,
ndo s os processos bioldgicos estdo envolvidos, mas também, processos fisicos e quimicos
sdo responsaveis pela reducdo da concentracdo de poluente no solo (lixiviagdo, volatilizagdo,
etc.). No entanto, o tempo envolvido no processo de atenuag@o natural costuma ser bastante
longo (meses ou anos) o que torna necessaria, muitas das vezes a remocao do solo impactado
e encaminhamento do mesmo para tratamento ex-situ (BAPTISTA e RIZZO, 2004).

Bento et al. (2003), avaliaram a degradag@o de hidrocarboneto de petréleo em solos
contaminados com o6leo diesel através da atenuacdo natural, bioaumentagdo e bioestimulagao.
Apos 12 semanas de incubagdo, os melhores resultados foram obtidos na bioaumentagdo, ¢ a
atenuacao natural foi mais efetiva que a bioestimulagao.

Baptista e Rizzo (2004) realizaram estudos acompanhando o processo de atenuacdo
natural de solo contaminado por petrdleo. Os resultados obtidos nos dois primeiros meses de
acompanhamento do processo de atenuacdo natural de duas amostras de solo contaminado
com 5 ¢ 10% de o6leo cru indicaram uma redugdo de 5 e 12%, respectivamente, no teor do
contaminante. No entanto, deve se destacar que o trabalho encontra-se em fase inicial, tendo
em vista o longo tempo normalmente associado ao processo de atenuagdo natural de poluentes

organicos em solos.

2.1.2 BIOAUMENTACAO

A bioaumentacdo envolve a inoculacdo do solo com culturas puras ou consdrcio microbiano
contando microrganismos selecionados para degradagdo de contaminantes especificos. Esse
processo tem sido estudado para varios herbicidas, hidrocarbonetos clorados e carbamatos
através do emprego de populacdes indigenas aclimatadas, isolados selecionados. Em geral, a
bioaumentacdo ¢ mais apropriada para tratamentos de contaminantes muito recalcitrantes, em
contaminagdes recentes e onde se pretende aplicar a degradagdo acelerada (MOREIRA e

SIQUEIRA, 2002).

Segundo Sarkar et al. (2005), as culturas podem ser derivadas de um solo contaminado ou
obtidas de uma cultura estoque que t€m demonstrado, previamente, capacidade para degradar
hidrocarbonetos.

De acordo com Siqueira et al. (1994), a bioaumentagdo pode ocorrer de trés maneiras: a)
estimulagdo da populagdo existente através de alteragdes no ambiente ou aplicacdo de

nutrientes; b) isolamento e selecdo de organismos competentes e posterior aplicagdo ao solo;
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¢) uso de microrganismos clonados pela engenharia genética denominados MEG. No processo
de bioaumentag¢do, os microrganismos nativos ou introduzidos degradam contaminantes
presentes no solo. Porém, o uso desta tecnologia ¢ ainda restrito a situagdes mais especificas.
A composicdo bioldgica destas formulagdes ¢ mantida em segredo, mas a maioria inclui
estirpes selecionadas de Pseudomonas, Bacillus, Flavobacterium ¢ outras bactérias, do fungo

Phanerochaete chrysosporium e varios MEG.

Bento et al. (2003), utilizando a bioaumentagdo, obteve a degradacdo de 75 % do poluente
apos duas semanas de incubag@o da bactéria no solo contaminado. O melhor desempenho a
bioremediagdo do solo contaminado com diesel foi obtido quando foram adicionados
microrganismos pré-selecionados do ambiente contaminado. Comprovando a teoria de
Pellizari e Luz (2000), que diz que em geral, os microrganismos capazes de degradar um
xenobidtico especifico sdo encontrados com maior freqiiéncia nos locais contaminados

previamente com o poluente.

Siqueira et al. (1994), também afirma que, para conseguir uma efetiva biodegradagdo sdo
necessarios a presenca de microrganismos ou de consdrcios pré-selecionados apropriados.

Na bioaumentacdo, os microorganismos podem ou ndo, inicialmente, ter como alvo os
hidrocarbonetos como fonte de alimento. Contudo, os hidrocarbonetos sdo, supostamente,
degradados mais rapidamente do que no processo de degradacdo natural, devido a elevagdo do
numero de microorganismos causado pelo aumento dos niveis de nutrientes (SARKAR et al.

2005).

2.1.3 BIOVENTING

A técnica de bioventing ou bioaeragdo como € conhecida, caracteriza-se pela adi¢do de
oxigénio através do solo para estimular o crescimento dos organismos naturais e/ou

introduzidos pela bioaumentacao.

E uma tecnologia promissora que aumenta a biodegradagdo natural de hidrocarbonetos de
petroleo mediante fornecimento de oxigénio aos microrganismos existentes no solo. Este
processo utiliza baixas vazdes de ar, suficientes apenas para manter a atividade microbiana.

Na maioria dos casos, o oxigénio ¢ fornecido pela inje¢do direta de ar na massa de solo
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contaminado, onde ocorre também a biodegradacido de compostos organicos volateis, que se

movem lentamente através do solo biologicamente ativado.

De acordo com Borden et al. (1995), quase todos os hidrocarbonetos de petrdleo sdo
biodegradaveis sob condi¢des aerdbicas. O oxigénio ¢ um co-substrato que pode iniciar o
mecanismo de biodegradacdo e, depois de iniciado o metabolismo, pode também funcionar
como aceptor de elétrons para a geracdo de energia. Em altas concentragdes de
hidrocarboneto, a biodegradagdo aerdbia pode ndo ser suficiente para degrada-los
completamente. Quando o oxigénio € esgotado e o nitrato estd presente, os microrganismos
anaerdbios facultativos utilizardo o nitrato como aceptor final de elétrons em substituicdo ao

oxigénio.

Segundo Daniel (1993), condi¢des aerobicas e concentragcdes adequadas de oxigénio nos
sistemas de bioremedia¢do sdo importantes para evitar os odores produzidos pela degradacgao

aerdbia e para maior produ¢do de oxida¢do como produto final.

A tecnologia de Bioventing ¢ um importante meio de remogao, através de volatilizagdo, da
massa do contaminante e sua destruicdo “in situ”. A aplicacdo de ar e/ou oxigénio puro, a
camada de subsuperficie, estimula o crescimento da populacdo existente, resultando na
reducdo, via potencial oxidativo da microbiota, os contaminantes do sitio (FERNADES e

ALCANTARA, 2003).

Raimundo e Rizzo (2003), visando avaliar a eficiéncia de remog¢do de petroleo do solo
contaminado, proveniente de Guararema, utilizaram aditivos (nutrientes, microrganismos,
surfactantes, enzimas comerciais, dentre outros), em um prototipo de biorreator. O biorreator
proporcionou melhor incorporacdo dos aditivos ao meio, tendo como processo a
biodegradacdo aerébio. A aeracdo do biorreator foi realizada diariamente durante uma hora
com vazdo de 20L/min, com o objetivo de suprir a demanda de oxigénio requerida pelos
microrganismos. De uma forma geral, a condug¢do do processo no biorreator teve como

conseqiiéncia uma elevacdo nas eficiéncias de biodegradacdo dos poluentes.

2.2 MICRORGANISMOS DO SOLO

Tanto o solo como as aguas subterrdneas contém elevado nimero de microorganismos

que, gradualmente, se vao adaptando as fontes de energia e carbono disponiveis, quer sejam
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acucares facilmente metabolizdveis, quer sejam compostos organicos complexos como 0s
BTEX. Esses microrganismos desenvolvem naturalmente a atenuac¢do natural, ou podem ser
estimulados para uma biodegradag¢do controlada do contaminante. Em situagcdes onde se
detecta a presenca de poluentes persistentes, faz-se necessario a utilizagdo de
microorganismos especificos ou microorganismos geneticamente modificados, de modo a
conseguir uma otimiza¢do da biodegradacao.

Entender como a biodiversidade ¢ desenvolvida e mantida nas comunidades microbianas
naturais ira auxiliar nos processos de bioremedia¢do, de maneira que se possa manipular e
controlar essa diversidade, com intuito de melhorar e estimular as taxas de degradacdo de

compostos, como hidrocarbonetos, em ambientes contaminados (PRITCHARD et al. 1996).

De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (EPA), as principais categorias
de contaminantes do solo sdo em ordem decrescente: os cloroalifaticos > pesticidas >
hidrocarbonetos aromaticos > cloroaromaticos > aromaticos simples e outros. Estes originam-
se da industrializacdo do petréleo bruto, industrias quimicas diversas e atividades agricolas,
sendo muito desses produtos de dificil decomposi¢do e por isso causam sérios impactos

ambientais.

Para cada tipo de contaminante, indicam-se espécies diferentes de microorganismos

utilizados nos processos de biorremediag@o, como apresentado na Tabela 2.2.

Tabela 2.2. Espécies de microrganismos utilizados na bioremediagao.

Contaminante Espécie utilizada

Anéis aromaticos Pseudomonas, Achromobacter, Bacillus, Arthrobacter,

Penicillum, Aspergillus, Fusarium, Phanerocheate

Cédmio Staphlococcus, Bacillus, Pseudomonas, Citrobacter, Klebsiella,
Rhodococcus
Cobre Escherichia, Pseudomonas
Cromo Alcaligenes, Pseudomonas
Enxofre Thiobacillus
Petroleo Pseudomonas, Proteus, Bacillus, Penicillum, Cunninghamella

Fonte: www.ambientebrasil.com.br
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Estudos realizados por Bento et al. (2003), apontam as espécies: Bacillus cereus, Bacillus
sphaericus, Bacillus fusiformis, Bacillus pumillus, Acinetobacter junni e Pseudomonas sp.
como bactérias degradadoras de hidrocarbonetos. Os microrganismos foram pré-selecionados
de solos contaminados com oleo diesel da Califéornia (USA) e Hong Kong (China), e
posteriormente aplicados nos tratamentos: bioaumentagdo e bioestimulagdo. A capacidade de
atenuacao natural do solo também foi analisada neste experimento.

Segundo Ururahy et al. (1998), ao pesquisarem os efeitos da aeragdo sobre a
biodegradacdo de residuos de petréleo, identificaram a predominéncia de bactérias do género

Pseudomonas e de leveduras dos géneros Candida ¢ Rhodotorula.

Microrganismos com as mais diversas capacidades metabolicas sdo empregados na
bioremediacdo. Alguns destes sdo pertencentes a géneros de bactérias e fungos como:
Azozpirillum, Pseudomonas, Alcaligenes, Enterobacter, Proteus, Klebsiella, Serratia,
Bacillus, Arthrobacter, Nocardia, Streptomyces, Mucor, Fusarium, Chaetomium,
Phanerochaete e Trametes. A rota metabolica da degradacdo dependera do microrganismo

envolvido e do ambiente (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

Margesin e Schinner (1997) realizaram um estudo comparativo da eficiéncia dos
microrganismos indigenas e inoculados na biodegradacdo de diesel em solos alpinos e sua
relacdo com um fertilizante mineral (C:N:P = 100:10:2). A atividade dos microrganismos
indigenas na biodegradacdo do diesel melhorou significativamente com o fertilizante e
mostrou que a bioestimulagdo parece apresentar melhores resultados quando comparada a
bioaumenta¢do. Um fator interessante no estudo € o fato de nenhum tratamento com inoculo e

fertilizantes ter sido mais eficiente do que os microrganismos nativos bioestimulados.

Olson et al. (1999) estudaram as taxas de biodegradagdo de algumas classes de
hidrocarbonetos (alcanos e aromaticos) separados de um 6leo diesel comum. Foi utilizado um
inoculo de microrganismos degradadores especificos selecionados de um solo contaminado,
acompanhando seu desenvolvimento em placas de Petri e as fragcdes de hidrocarbonetos por
cromatografia gasosa. Os hidrocarbonetos foram avaliados separadamente e em combinagdes.
Os autores observaram uma correlacdo entre o crescimento microbiano e as perdas de
biodegradagdo. Apos 35 dias do experimento, o consorcio microbiano ndo conseguiu degradar
de maneira eficaz os compostos aromaticos, os controles sem inoculo tiveram poucas perdas e
nos tratamentos contendo microrganismos apresentaram uma contagem de mais de 50 vezes o

nimero de células encontradas inicialmente. Ao final do experimento, observaram que as
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taxas de elimina¢do dos hidrocarbonetos seguem uma ordem de degradacdo, sendo

primeiramente degradados os n-alcanos, seguidos do isoalcanos e aromaticos.

Cunha e Leite (2000) avaliaram a biodegradac¢do de gasolina em diversos tratamentos
contendo solo inoculado ou ndo com diferentes consorcios de culturas bacterianas. Os
microrganismos capazes de crescer na presenca de gasolina foram isolados do solo e varios
sistemas de tratamento foram testados usando tanto as espécies isoladas quanto Pseudomonas
putida obtida de cole¢do de cultura. O sistema de tratamento constituido somente da
microflora autdctone apresentou valores médios de degradagdo de 50% enquanto o sistema
com a microflora autdctone com a associacdo de Pseudomonas putida, Pseudomonas
alcaligenes e Burkholderia cepacia mostrou um percentual significativo na remoc¢do do
hidrocarboneto. Neste trabalho o solo ndo foi esterilizado de forma a se avaliar as condi¢des
ambientais. Cunha e Leite (2000) observaram também, que o crescimento de uma populagdo
especifica causa um desequilibrio na comunidade por competicdo por espagos fisicos,
nutrientes e agua, reduzindo para pequenas quantidades os microrganismo que tem a melhor

desempenho na biodegradagao.

Richard e Vogel (1999) estudaram um consdrcio de bactérias capazes de degradar oleo
diesel, composto por diversos tipos de Pseudomonas sp. € por Achromobacter sp. Apods 50
dias de incubag¢do o consércio conseguiu biodegradar 90% do diesel inicial, ndo sendo

encontrado nenhum composto aromatico ao final do experimento.

Capelli et al. (2001) analisaram a biorremediacdo de hidrocarbonetos obtidos de 6leo cru
utilizando microrganismos indigenas. Foram realizados ensaios de laboratorio com
microrganismos inoculados com bactérias indigenas por 45 dias. Ao final do procedimento, o
conteudo de hidrocarbonetos totais foi reduzido em 70%, os hidrocarbonetos saturados e
aromaticos foram os mais rapidos a serem degradados. A microflora indigena da pesquisa foi
exposta a altos niveis de contaminacdo continuamente, sendo observado que cada espécie ¢
capaz de degradar apenas um numero limitado de moléculas da fragdo dos hidrocarbonetos,
desta forma um aumento da curva de crescimento pode ser um indicativo do aumento no

numero de espécies.

Trindade et al. (2002), relatam que derrames de 6leos em solos argilosos tem estimulado
diversos estudos na area de biorremediagdo. Isto porque ha grande dificuldade de remediar
estes solos devido as fortes interacdes entre o solo ¢ os contaminantes, além da baixa
permeabilidade. Contudo, avaliaram a eficiéncia da remog¢ao de poluentes através da adicio

de microrganismos nativos de solos (Nocardia nova, Pandoraea sp., Rhodotorula glutinis)
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definindo o melhor “pool” a ser utilizado no tratamento. Foi avaliada também a eficiéncia da

das taxas de nutrientes (C:N:P) ao longo do processo.

Diversos autores apresentaram a importancia da utilizacdo das bactérias autdctones na
bioremediagdo. Muitas vezes, utilizando um bioestimulante podemos otimizar a remog¢ao dos
contaminantes sem que seja necessario a inoculagdo de consorcios microbianos. A microbiota
previamente exposta a contaminagdes possui uma “memdria bioldgica” sendo mais eficaz na
remocdo de contaminantes no caso de derrames continuos. Entretanto, diversos autores
consideram a introdu¢do de consorcios de microrganismos como fator decisivo nos processos
de biorremediagdo. Existem métodos que determinam as fracdes de microrganismos totais e
degradadores especificos, assim como uma relagdo otima de C:N:P, onde nenhum desses
elementos devem estar na forma recalcitante, podendo se obter facilmente essa relagdo em

ensaios de laboratério (SPINELLI, 2005).

A biodiversidade da populacdo microbiana ¢ determinada em parte, pela distribuigdo,
concentracdo, estrutura e disponibilidade da matéria organica a qual se encontra exposta.
Assim, os microrganismos devem desenvolver vias metabdlicas complexas com enzimas
especializadas e outras caracteristicas celulares para degradar estes compostos. Muitos
estudos tém demonstrado a existéncia de uma grande diversidade de microrganismos
biodegradadores presentes em amostras de solo, sedimento, agua doce ou ambiente marinho

que ocorrem naturalmente nestes ambientes (PELLIZARI e LUZ, 2000).

A maior concentragdo microbiologica do solo situa-se, de modo geral, na camada de 0-20
cm de profundidade, como observado na tabela 2.3, pois ai ocorre maior acimulo de matéria
organica do solo por deposi¢do do material vegetal da parte superficial (superior). Solos sem
cobertura vegetal tendem a ter menos matéria organica, pois esta ndo ¢ reposta pelo material

vegetal. Portanto, estes solos tém uma comunidade bioldgica menor e menos diversificada.

Tabela 2.3. Distribuicdo de microrganismos em varios horizontes do perfil (Alexandre

1977 apud Moreira e Siqueira, 2002).

PROFUNDIDADE Organismos/g de solo x 10°
(cm) Bact. aerébicas Bact. Anaerdbias Actinomicetos Fungos Algas
3-8 7800 1950 2080 119 25
20-25 1800 379 245 50 5
35-40 472 98 49 14 0,5
65-75 10 1 5 6 0,1

135-145 1 0,4 0 3 0
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As condi¢des quimicas e a matéria organica do solo sdo importantes para a populacdo
microbiana co-metabolizante, que também atua na biodegradag¢do de certos componentes do

petréleo e de outros residuos (MOREIRA E SIQUEIRA, 2006).

Na grande maioria dos solos, o teor de matéria organica do solo (MOS) varia de 0,5% a
5% nos horizontes minerais superficiais, podendo apresentar valores mais elevados em solos
organicos. Apesar de encontrar-se em pequenas quantidades em comparacdo com a fragdo
mineral, a MOS ¢ importante para os sistemas de biorremediacdo devido a diversos efeitos
que produz nas propriedades fisicas, quimicas e biologicas do solo (MEURER, 2000). Ainda
segundo Meurer (2000), os compostos de carbono da MOS servem como fonte de energia
para os organismos do solo. Portanto, a atividade desses microrganismos estd diretamente

relacionada a disponibilidade de carbono.

Desta forma, a atividade biologica do solo € decorrente da presenga de organismos que
habitam esse ambiente, das intera¢des entre eles e as plantas e as interagdes bioquimicas que
realizam. Os microrganismos participam de diversas reagdes € processos que ocorrem no solo,

sendo sua existéncia de fundamental importancia no solo (MEURER, 2000).

A proliferagdo dos microrganismos ¢ limitada pelo pH, riqueza mineral do solo, espécie

de matéria organica, temperatura ¢ umidade (PRIMAVESI, 1981).

As bactérias do solo formam o grupo de microrganismos que apresenta maior abundancia
e diversidade entre as espécies. A comunidade bacteriana ¢ estimada em cerca de 10° ¢ 10°
organismos por grama de solo, variando de acordo com o método de contagem utilizado e
com o tipo de manejo do solo. Esse grupo apresenta uma elevada taxa de crescimento e alta
capacidade de decomposi¢do dos diferentes substratos contidos no solo, exercendo um
importante papel na decomposi¢do de matéria organica e na ciclagem dos elementos

(CARDOSO et al. 1992).

O numero de bactérias presentes no solo € variavel, uma vez que diversos fatores exercem
profunda influencia no seu crescimento. Em geral as maiores concentragdes encontram-se nos
horizontes de superficie, por serem ai mais favoraveis as condi¢des de temperatura, aeracgio,
umidade e nutricdo. O nimero de bactérias no solo ¢ muito elevado, varia de alguns bilhoes a
3 trilhdes em cada quilograma de solo. As bactérias sdo encontradas no solo, sob a forma de
mantas, moitas e filamentos, denominados colonias, superpostas as particulas de solo, ou ao
seu redor, onde houver alimentagdo (BRADY, 1994). Ainda, segundo Brady (1994), bactérias

sdo organismos monocelulares, uma das menores e mais simples formas conhecidas de vida.
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Esta capacidade quase ilimitada de multiplicacdo ¢ extremamente importante para os solos.
Permite que ajustem rapidamente suas atividades, em atendimento as mudangas ambientais.
Muitas bactérias do solo tém capacidade de produzir esporos ou corpos semelhantes
resistentes, havendo assim um estdgio vegetativo ¢ um outro de descanso. E importante essa
ultima caracteristica, por possibilitar, com relativa facilidade, a sobrevivéncia de

microrganismos sob condi¢des desfavoraveis.

Os fungos sdo encontrados no solo com comunidades variando de 10* e 10° organismos
por grama de solo. Ao contrario das bactérias e actinomicetos que se desenvolvem melhor em
valores de pH na regido alcalina e neutra, os fungos sdo predominantes em solos acidos, onde
sofrem menor competi¢do. Os fungos podem ser encontrados em solos com pH de 3,0 a 9,0,
porém o valor 6timo € varidvel com a espécie.Os fungos sdo classificados como protistas
superiores, pois sdo constituidos por células eucaridticas. Podem ser unicelulares ou
pluricelulares. Possuem formagdes denominadas hifas, que s@o filamentos tubulares
ramificados com cerca de 3-10 um de didmetro. O conjunto de hifas ramificadas ¢
denominado micélio. Todos os fungos sdo aclorofilados e, portanto, quimiorganotroficos,
obtendo o carbono para a sintese celular de matéria organica pré-formada. (CARDOSO et al.,

1992).

Os fungos, em quantidades inumeraveis, sdo encontrados nas camadas de superficie,
quando existe ampla matéria organica e adequada aeragdo. Grande numero de géneros estdo
representados e os quatro mais comum sdo: Penicillium, Mucor, Fusarium e Aspergillus.
Ocorrem, na maioria dos solos, todas as espécies comuns e as condi¢des determinardo qual

delas sera predominante (BRADY, 1994).

A umidade ideal para o desenvolvimento desses organismos estd localizada entre 60-70%
da capacidade de retencdo de agua de um solo. Em geral, os fungos sdo aerdbios, porém
apresentam resisténcia a altas pressdes de CO,, podendo se desenvolver em regides mais
profundas do solo. Quanto a temperatura, podem ser encontrados a uma ampla faixa,

entretanto no solo predominam espécies mesofilas (CARDOSO et al. 1992).

Os fungos operam com maior eficidcia que as bactérias, porque transforma em tecidos
proprios uma maior fracdo de carbono e nitrogénio dos componentes submetidos a
processamento e eliminam como subprodutos quantidades menores de dioxido de carbono e
de amoénio. Cerca de 50% das substancias decompostas pelos fungos podem transformar-se

em tecidos do organismo, comparando com cerca de 20% para a bactéria (BRADY, 1994).
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Com excecdo, das bactérias, nenhum outro organismo do solo € tdo numeroso como
actinomicetos, atingindo 4s vezes centenas de milhdes, cerca de um décimo do montante de
bactérias. Esses microrganismos sdo especialmente numerosos em solos com elevado
montante de humus, tais como pradarias e pastagens, quando a acidez ndo ¢ demasiado
elevados. Os actinomicetos desenvolvem-se melhor em solos imidos e bem arejados. Em
épocas de seca permanece ativa numa escala nem sempre atingida pelas bactérias ou pelos
fungos. Sdo geralmente muito sensiveis as condi¢des de solos acidos, seu desenvolvimento é
quase impossivel em solos minerais com pH 5 ou inferior, passando a 6timo pH entre os

valores 6 ¢ 7,5 (BRADY, 1994).

2.3 CONTAMINANTES

2.3.1 DIESEL

O oleo diesel ¢ considerado um combustivel derivado de petroleo constituido basicamente
de hidrocarbonetos. E um composto formado principalmente por atomos de carbono,
hidrogénio e em baixas concentracdes por enxofre, nitrogénio e oxigénio. E um produto
inflamavel, medianamente toxico, volatil, limpido, isento de material em suspensdo e com

odor forte ¢ caracteristico. (PETROBRAS, 2006)

De acordo com a REFAP (2005), o contaminante utilizado, pode ser definido como
combustivel de composicdo complexa, constituido basicamente por hidrocarbonetos
parafinemos, olefinicos e aromaticos e, em menor quantidade, por substancias cuja féormula

quimica contém atomos de enxofre, nitrogénio, metais, oxigénio, etc.

Os hidrocarbonetos s3o uma familia de moléculas, cuja constituicdo consiste,
essencialmente, em atomos de Carbono e Hidrogénio. A sua constituicdo varia desde
moléculas mais simples e mais facilmente biodegradaveis, como o Metano, até compostos

mais complexos, como os que incluem anéis de Benzeno (MOURA e SAMARA, 2005).

Vérios trabalhos tem abordado a degradacdo deste tipo de combustivel por
microrganismos isolados de varias areas contaminadas. Estudos de biodegradagdo tem
demonstrado que algumas populagdes microbianas podem degradar facdes alifaticas e

aromaticas de hidrocarbonetos simultancamente, embora, a adicdo de determinados
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compostos, assim como a composi¢do de algumas misturas podem interferir na degradacio

dos componentes (OLSON, 1999).

2.3.2 BIODIESEL

A utiliza¢do do biodiesel como combustivel tem apresentado um potencial promissor no
mundo inteiro. Em primeiro lugar, pela sua enorme contribuicdo ao meio ambiente, com a
reducdo qualitativa e quantitativa dos niveis de polui¢do ambiental, e em segundo lugar como
fonte estratégica de energia renovavel em substitui¢do ao 6leo diesel e outros derivados de
petroleo. Dentre as matérias primas mais utilizadas figuram o 6leo de soja, canola ¢ mamona,
alguns tipos de 6leos de frituras e sebo de boi (NETO et al. 1999).

O biodiesel foi definio pela “National Biodiesel Board’ dos Estados Unidos como o
derivado monoalquil éster de 4cidos graxos de cadeia longa, provenientes de fontes
renovaveis como Oleos vegetais ou gordura animal, cuja utilizacdo esta associada a
substitui¢do de combustiveis fosseis em motores de ignicdo por compressao (motores do ciclo
diesel). Enquanto produto, pode-se dizer que o biodiesel tem as seguintes caracteristicas: (a) €
praticamente livre de enxofre e aromaticos; (b) tem alto nimero de cetano; (c) possui teor
médio de oxigénio em torno de 11%; (d) possui maior viscosidade e maior ponto de fulgor
que o diesel convencional; e, (e) possui nicho de mercado especifico, diretamente associados
a atividades agricolas (RAMOS, 1999).

Segundo Schiiller (2000) obtencdo de biodiesel ¢é realizada pela reagdo de
transesterificacdo de Odleos vegetais ou animais com um alcool (metanol ou etanol), na
presenca de um catalisador e como co-produto da reacdo a glicerina. O esquema simplificado

da reagdo apresenta-se a seguir:

OLEO + ALCOOL — ESTER + GLICERINA
Catalisador
(NaOH/KOH)
BIODIESEL

Figura 2.1 Esquema simplificado da reacdo de transestereficacdo.
Enquanto combustivel, o biodiesel necessita de algumas caracteristicas técnicas que
podem ser consideradas imprescindiveis: a reacdo de transesterificagdo deve ser completa,

acarretando a auséncia total de acidos graxos remanescentes € o biocombustivel deve ser de
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alta pureza, ndo contendo tracos de glicerina, de catalisador residual ou de édlcool excedente
da reacdo (NETO et al. 1999).

O biodiesel tem sido estudado por varios pesquisadores quanto a sua eficiéncia na adicio
no oOleo, no entanto para avaliar a real eficiéncia e viabilidade deste biocombustivel
alternativo, sera necessaria a realizacao de testes de longa duracdo para que se possam avaliar
as conseqiiéncias mecanicas que o biodiesel em efetivamente acarreta em motores lacrados
previamente aferidos (NETO et al. 1999).

A tabela 2.4, apresenta algumas caracteristicas complementares usualmente atribuidas ao
biodiesel (obtido de 6leo de fritura) em comparagdo com o diesel convencional.

Tabela 2.4 Propriedades complementares atribuidas ao biodiesel em comparagdo ao 6leo

diesel comercial (NETO et al. 1999).

CARACTERISTICAS PROPRIEDADES COMPLEMENTARES

Caracteristicas quimicas apropriadas Livre de enxdfre e compostos aromaticos, alto nimero
de cetanos, ponto de combustdo apropriado, excelente
lubricidade, ndo toxico e biodegradavel

Ambientalmente benéfico Nivel de toxicidade compativel ao sal ordindrio, com
diluicdo tao rapida quanto a do agucar (Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos)

Menos poluente Reduz sensivelmente as emissdes de (a) particulas de
carbono (fumaca), (b) monoxido de carbono, (c) éxidos
sulfuricos e (d) hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

Economicamente competitivo Complementa todas as novas tecnologias do diesel com
desempenho similar e sem a exigéncia da instalagdo de
uma infraestrutura ou politica de treinamento

Reduz aquecimento global O gés carbodnico liberado é absorvido pelas oleaginosas
durante o crescimento, o que equilibra o balango
negativo gerado pela emissdo na atmosfera

Economicamente atraente Permite a valorizagdo de sub-produtos de atividades
agro-industriais, aumento na arrecadacdo regional de
ICMS, aumento da fixacdo do homem no campo e de
investimentos complementares em atividades rurais

Regionalizagao Pequenas e médias plantas para producdo de biodiesel,
podem ser implantadas em diferentes regides do pais,

aproveitando a matéria prima disponivel em cada local.
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A adi¢do do biodiesel ao diesel oferece grandes vantagens ao meio ambiente,
principalmente em grandes centros urbanos, tendo em vista que a emissdo de poluentes ¢
menor que a do oleo diesel. Chang et al. (1996), demonstraram que as emissdes de mondxido
e dioxido de carbono, enxofre e material particulado foram inferiores a do diesel
convencional. No entanto caracteristicas como viscosidade, poder calorifico, nimero de

cetano e ponto de névoa e limitam a eficiéncia do combustivel.

Segundo os relatorios do Programa Nacional de Oleos Vegetais, testes desenvolvidos em
territério nacional com varios tipos de oleos vegetais transesterificados, puros ou misturados
ao diesel convencional, apresentam bons resultados quando utilizados em caminhdes, dnibus e
tratores. Nesses testes, foram percorridos mais de um milhdo de quilometros e os principais
problemas foram associados a um pequeno acumulo de material nos bicos injetores e um leve

decréscimo na viscosidade do oleo lubrificante.

De um modo geral, o Biodiesel ¢ um combustivel renovéavel derivado de 6leos vegetais ou
de gorduras animais, ndo-toxico, praticamente livre de enxofre e aromadticos, por ser
biodegradavel ¢ considerado um combustivel ecoldgico, minimizando os impactos

ambientais.

2.4 FATORES DETERMINANTES DA BIOREMEDIACAO

A bioremediagdo ¢ dependente de uma série de fatores ambientais que incluem a aeragao,
pH, umidade, temperatura e concentracdo de nutrientes. A presenca de oxigénio &

fundamental para a biodegradacdo efetiva dos 6leos.

Segundo Moreira e Siqueira (2002), a capacidade dos microrganismos de crescerem e
formar colonia ou consércio microbiano competente depende da existéncia de genes
apropriados e expressos na célula e de diversos fatores ambientais. Esses fatores, assim como
os produtos da biodegradacdo, influenciam diferentemente a velocidade do processo e por isso

sdo determinantes da degradacdo/ persisténcia do contaminante no solo.

r

O limite de disponibilidade de muitos poluentes para os microrganismos ¢ um dos
principais fatores que afetam a biodegracdo destes, e consequentemente a eficacia de
aplica¢do das técnicas de bioremediacdo. Assim, mesmo que existam microrganismos em

quantidades suficientes e que as condigdes ambientais (ph, temperatura, etc.) estejam
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adequadas, a biodegradacdo dos compostos poluentes ocorrera apenas até¢ o limite imposto

pela disponibiliza¢do dos mesmos (RAIMUNDO E RIZZO, 2004).

A biodiversidade dos microrganismos permite a sua sobrevivéncia em diversos habitats.
Dentre os microrganismos, as bactérias formam o grupo com maior diversidade fisioldgica, o
que proporciona maior adaptabilidade. Por isso € possivel selecionar, dentro de certos limites,

organismos tolerantes a diversos fatores estressantes (SIQUEIRA et al. 1994).

A degradagdo de uma substidncia em outra pode ser promovida por processos fisicos,
como o calor e a irradiag@o ultravioleta, por reagdes quimicas decorrentes do pH ou da ago
de certas substancias no ambiente, e por processos biologicos, através de enzimas existentes

em animais, plantas e microrganismos (LANGENBACH, 1994).

Conforme Frankenberger (1992), um solo ideal para ser bioremediado adequadamente
deve possuir textura arenosa com alta porosidade que permita uma dilui¢do de oxigénio. Esta
alta porosidade permitiria a aera¢do para a oxidagdo dos hidrocarbonetos, necessitando ainda
silte e argila na matriz de solo para manter a umidade. O pH deve ser mantido em torno do
neutro ¢ geralmente os solos necessitam de fertilizantes como nitrogénio e fosforo para

promover uma adequada degradacgdo de hidrocarbonetos de petroleo.

A seguir sdo abordados os principais fatores que influenciam a densidade e atividade da

microbiota do solo.

2.4.1 TEMPERATURA E RADIACAO SOLAR

Segundo Cardoso et al., (1992), cada espécie microbiana é caracterizada por uma faixa de
temperatura o6tima de crescimento que permite definir quatro tipos de microrganismos: a)
Mesofilos: com temperaturas 6timas entre 25 °C e 40 °C, com limites minimos ¢ maximos de
15 °C e 42 °C, respectivamente. A esse grupo pertencem a maioria das bactérias,
actinomicetos e fungos que vivem no solo; b) Psicrofilos: a temperatura 6tima de crescimento
¢ inferior a 20 °C, portanto com aptiddo para se desenvolverem a baixas temperaturas.
Pertencem a esses grupos os bastonetes gram-negativos; ¢) Termofilos: apresentando a taxa
de crescimento maximo a 45 °C. Nao sdo muito abundantes no solo, dependendo do teor de
matéria organica. Pertencem a esse grupo microrganismos que crescem em pilhas de
compostagem, e; d) Termofilos facultativos: desenvolvem-se bem em uma ampla faixa de

temperatura, variando desde 28 °C até 56 °C.
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Conforme Moreira e Siqueira (2002), o solo, por ser escuro, apresenta grande restricdo a
penetragdo de raios solares. Assim, os efeitos diretos da radiag@o solar sdo limitados a poucos
milimetros superficiais do solo, onde os organismos fotossintéticos (algas e cianobactérias)

ocorrem em densidade mais elevada.

A temperatura do solo ¢ func¢do da relacdo entre a quantidade de energia calorifica
absorvida e perdida, sendo que o primeiro fato depende da cobertura vegetal, tipo de solo,
umidade, etc. A temperatura do solo sofre variacdes diarias e sazonais, com marcada
influéncia nos horizontes superficiais, portanto, na regido de maior atividade microbiana

(CARDOSO et al. 1992).

De acordo com Brady (1994), as reagdes quimicas e bioldgicas em solos frios sdo lentas.
As decomposi¢des bioldgicas sdo praticamente inexistentes, limitando assim o ritmo com que

certos nutrientes, como nitrogénio, fésforo, enxofre e célcio, tornam-se assimildveis.

A temperatura afeta ndo so as reacdes fisioldgicas das células, mas também caracteristicas
fisico-quimicas do ambiente (volume do solo, potencial de oxi-reducdo, pressdo, difusdo,
viscosidade, tensdo superficial), que por sua vez influenciam o ambiente microbiano. O efeito
direto na temperatura pode ser usado para fazer a solarizagdo do solo. Para isso cobre-se o
solo com plastico de modo a induzir aumento de temperatura ou deixa-se uma camada fina de
solo exposta diretamente aos raios solares. Por outro lado, em muitas espécies fungicas a
liberacdo e formagdo de esporos e mudangas morfogenéticas sao induzidas por luminosidade

(MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

O crescimento a temperaturas baixas € facilitado pelo aumento no conteudo de acidos

graxos (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

2.4.2 pH

Uma das caracteristicas fisiologicas mais notaveis da solucdo do solo € a sua reagdo, isto é
acida, alcalina ou neutra. A maioria dos solos tem pH entre 4, 0 e 8,5. Conforme Cardoso et
al., (1992), a acdo do pH sobre os microrganismos do solo depende de sua tolerincia a esse
fator. Distinguem-se quatro categorias de microrganismos: a) Indiferentes: crescem numa
faixa ampla de valores de pH. E o caso de numerosas bactérias que apresentam crescimento
satisfatorio entre valores de pH 6,0 a 9,0. para os fungos os valores variam entre pH 2,0 e 8,0;

b) Neutréfilos: preferem pH préximo a neutralidade até ligeiramente alcalino. Numerosos
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actinomicetos ndo apresentam crescimento de valores de pH inferiores a 5,5; ¢) Acidéfilos:
sdo os que preferem ambientes acidos e; d) Basoéfilos: ndo suportam valores de pH inferiores a

8.0.

2.43 NUTRIENTES

Os nutrientes necessarios aos microrganismos sio subdivididos em macro e
micronutrientes, conforme sejam necessarios as células em grande e pequena quantidade,
respectivamente. Siqueira et al. (1994) destaca entre os macronutrientes, o C como a principal
fonte de nutrientes da célula microbiana, participando com 47% da sua matéria seca, sendo
suas fontes as mais diversas, como aminodcidos, acidos graxos, acidos orgénicos, agucares,

compostos aromaticos, etc.

De acordo com Cardoso (1992), os microrganismos ndo dependem s6 da energia e do
carbono. O material celular é constituido de inimeros elementos que devem estar disponiveis
no meio ambiente, de modo a permitir o desenvolvimento e a multiplicagdo dos
microrganismos. A determinacdo da fonte de nitrogénio ¢ essencial para o processo de
biorremediacdo, pois o nitrogénio estd intimamente relacionado ao metabolismo dos
microrganismos. Estudos realizados mostraram que para 100 unidades de C degradada sao
necessarias, em média, 10 unidades de N. Das varias formas de nitrogénio encontradas na

natureza, os microrganismos assimilam mais facilmente a amonia.

Pereira e Lemos (2006), utilizaram uréia, nitrato de sddio e sulfato de amdnio, em
duplicata, como fonte de nitrogénio, cuja relagdo C/N foi de 100:10, para a degradacdo de
hidrocarbonetos de petroleo por fungos filamentosos.

Rizzo et al. (2002), utilizando diferentes técnicas de biorremediagdo avaliaram a eficiéncia
da biodegradacdo estimulando o solo com nutrientes na relacio C:N:P:K = 100:10:1:1,

usando NH4NO; e KoHPO,.

O nitrogénio (12 a 15% da massa celular) é absorvido principalmente como amonia e
nitratos, pelos microrganismos decompositores, € como nitrogénio molecular atmosférico, N»,

pelos fixadores desse elemento (SIQUEIRA, et al. 1994, CARDOSO, 1992).

O fosforo ocorre na natureza na forma de fosfatos inorganicos e orgénicos, sendo os
. . 2- . oy . . . L. ey
primeiros (PO4”") muito utilizados no crescimento microbiano, e os ultimos utilizados sob a

acdo das enzimas fosfatases (SIQUEIRA, et al. 1994).
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2.4.4 UMIDADE E AERACAO

Os espacos do solo sdo ocupados por dgua e/ou gases, com forte influéncia na atividade
microbiana. O volume total de poros de um solo varia de 50 a 60%, sendo 15 a 45% ocupados
pela dgua e o restante por gases. Os gases do solo sdo 0os mesmos encontrados na atmosfera
N3, O, CO;, etc.), mais aquelas decorrentes da atividade biologica como, por exemplo, o CHy
e o HoS (SIQUEIRA et al. 1994). Gases e agua competem pelo espago poroso do solo.
Quando ele estd parcialmente ou totalmente preenchido por 4gua a disponibilidade de gases

para os microrganismos ¢ menor (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

As bactérias necessitam de uma umidade elevada do ar no solo, que deve estar por volta
de 98%, e que ocorre com uma umidade entre 50 e 75% da capacidade de retencdo de dgua do
solo. Fungos, mas principalmente actinomicetos, podem crescer em solos bem mais secos,
com uma saturacdo de umidade de ar no solo de 85 a 98%. Mas, tanto fungos como
actinomicetos necessitam de um arejamento suficiente. De modo que em solos mal arejados

predominam bactérias anaerobias, desaparecendo as aerobias (PRIMAVESI, 1981).

Segundo Cardoso (1992), a aeragcdo e a umidade estdo inversamente relacionadas, pelo
movimento e substituicdo do ar e da agua. A atmosfera do solo difere da atmosfera da
superficie, sendo a concentragdo de CO; de 10 a 100 vezes maior na atmosfera do solo,
acontecendo, porém o inverso na superficie com o teor de O,. Essas diferengas sdo devidas a
respiragdo dos microrganismos e raizes, que consomem O; e eliminam CO,. Em geral, o O,
diminui e 0 CO; aumenta com a profundidade (tabela 2.5). As alteragdes na constitui¢do do ar
do solo governam o crescimento e atividade da microbiota, pois 0 CO, e O sdo necessarios ao
crescimento. Um solo bem arejado, do ponto de vista microbioldgico, € aquele em que a
atividade de oxigenagdo ¢ maxima. Contudo, ¢ pouco provavel que um solo torne-se
suficientemente aerado a ponto de satisfazer toda biota, devido a dificuldade de
movimentagdo gasosa nos pequenos poros, baixa difusdo de oxigénio em meio liquido e

microambientes em que os microrganismos estdo situados.
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Tabela 2.5 Concentragdes de oxigénio e dioxido de carbono na atmosfera de um solo

tropical nas condi¢des imido e seco (Russell, 1973 apud Spinelli, 2005).

Profundidade Oxigénio (%) Dioxido de carbono (%)
(cm) Umido seco Umido Seco

10 13,7 20,7 6,5 0,5

25 12,7 19,8 8,5 1,2

45 12,2 18,8 9,7 2,1

90 7,6 17,3 10 3,7

120 7,8 16,4 9,6 5,1

Os solos geralmente tém altas concentracdes de CO,, CO e outros gases em comparagio a
atmosfera, e uma correspondente diminui¢do da concentragdo de O,. Tais mudangas sdo mais
acentuadas em porosidades menores, onde muitas bactérias sdo encontradas. A medida que se
distancia da superficie, menos O, permanece disponivel especialmente em ambientes umido,

menos permeaveis (PRESCOTT et al. 1999).

A aeragdo do solo ¢ critica para a densidade de microrganismos € seus processos
metabodlicos, pois a maioria da microbiota do solo ¢ aerdbia, ou seja, utiliza o O,, como
receptor final de elétrons. O volume minimo para aeracdo adequada de um solo deve ser de
10% , e mudanc¢as de metabolismo aerdbio para anaerdbio ocorrem quando a concentracido de

oxigénio for inferior a 1%. (SIQUEIRA et al. 1994, MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

De acordo com Brady (1989), o montante do gas O, num solo ¢ determinado pela
quantidade de espacos de poros cheios de ar e pela propor¢ao e pela proporgdo desses espacos

preenchidos por oxigénio.

Um solo bem arejado, do ponto de vista microbioldgico, é aquele que a atividade de
oxigenacdo ¢ maxima. Contudo, ¢ pouco provavel que um solo torne-se suficientemente
aerado a ponto de satisfazer toda biota, devido a dificuldade de movimenta¢do gasosa nos
pequenos poros, baixa difusdo de O, em meio liquido e microambientes em que os
microrganismos estdo situados. Pouca aeragdo, por outro lado, ¢ conseqiiéncia de ma
drenagem e encharcamento. Tendo os poros pequenos maior capacidade de retencdo de agua,
que os grandes, os solos pesados sdo mais sujeitos a ma drenagem, havendo mal suprimento
de Oy, reducdo da velocidade de muitas transformagdes e inibicdo completa de alguns

processos (CARDOSO, 1992).
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A auséncia de oxigénio modifica completamente a natureza dos processos de
decomposicdo, como modifica também a intensidade com que eles ocorrem. Onde ha
disponibilidade de O, sob forma de gis desenvolvem-se microrganismos aerobios que
utilizam O, para oxidar a matéria organica. Na auséncia de O, sob a forma de gas, assumem os
microrganismos anaerébios, que utilizam o oxigénio combinado em compostos tais como
nitratos, sulfatos e 6xidos férricos. A decomposi¢do anaerdbia é muito mais lenta do que com
disponibilidade ampla de oxigénio sob a forma de gas. Contudo, sdo inteiramente diferentes

os produtos de decomposi¢do (BRADY, 1989).

Contrariamente ao que se pensa, as condigdes Otimas de desenvolvimento de um
microrganismo nem sempre correspondem a umidade 6tima detectada a partir de um solo
esterilizado e inoculado com o mesmo microrganismo, indicando que varios fatores interagem
para fornecer a umidade adequada, sendo que extremos de umidade podem ser prejudiciais a
atividade microbiana. A umidade 6tima para as diferentes atividades metabdlicas varia entre
os tipos de solo, teor de argila, grupos de microrganismos, vegetagao, etc. (CARDOSO et al.

1992).

A 4gua no solo também afeta outros fatores relacionados com a atividade dos
microrganismos como a aeragdo (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002). Parte da 4gua de um solo ¢
livre ou gravitacional e se localiza nos poros grandes, influindo sobremaneira na aeragio;
parte ¢ retida adsorvida as particulas, sendo disponivel apenas parcialmente para utilizagdo

dos microrganismos (CARDOSO et al. 1992).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 PROGRAMA EXPERIMENTAL

O programa experimental (fig. 3.1) contemplou a caracterizagdo fisica e quimica do solo,
caracterizagdo microbiologica dos microrganismos presentes no solo em estudo,
contamina¢do do solo, o projeto e montagem do equipamento de bioventing, a valida¢do do

equipamento, e a realizacdo de ensaios nos tubos de PVC denominados bioreatores (fig. 3.2).

/

SOLO = CARACTERISTICAS — FISICAS
~ QUIMICAS
MICROBIOLOGICAS

CONTAMINANTE (OLEO DIESEL e BIODIESEL)

TECNICAS DE ATENUACAO NATURAL
BIOREMEDIACAO

BIOAUMENTACAO
BIOVENTING

Figura 3.1 Fluxograma da pesquisa.
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SOLO BIOREATOR

oA

Figura 3.2 Esquema do bioreator.

Este trabalho tem como varidveis fixas: a dimensdo geométrica dos corpos de prova, a
quantidade do contaminante, a quantidade de ar comprimido e¢ o tempo de a¢do dos
microrganismos. Como vardveis de resposta sera considerado a populagdo dos
microrganismos e o teor de dleo diesel e biodiesel residual. Os ensaios de contagem de
populacdo bacteriana e percentual de contaminante remanescente no corpo de prova serio
medidos em quatro periodos pré-determinados, ou seja, apds 30 dias da contaminagdo, 60 dias
da contaminag¢do, 90 dias da contaminagdo e 120 dias da contaminacdo. Os corpos de prova
serdo mantidos a temperatura ambiente do laboratério, e a umidade foi mantida de acordo
com a natural do campo (umidade do solo do momento da retirada da amostra).

A quantidade de amostras coletadas, os pardmetros e as andlises realizadas para a
caracterizacdo dos materiais utilizados na pesquisa, estdo descritos na tabela 3.1.

Tabela 3.1. Numero de amostras coletadas, tipos e nimeros de parametros e analises.

EQUIPAMENTOS / AMOSTRAS / ENSAIOS QUANTIDADE
Amostras do solo 04
Corpos de prova 96
Equipamento de PVC 96
Ensaios de limite de liquides 03
Ensaios de limite de plasticidade 03
Ensaio de classificagdao granulométrica por sedimentacao 03

Andlise microbiologica 96
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3.2 MATERIAIS UTILIZADOS

3.2.1 LOCAL DO ESTUDO

O Municipio de Passo Fundo, esta localizado na regido norte do Estado do Rio grande do
Sul, a 687m de altitude e o clima é temperado, com caracteristicas subtropical umido,
apresentando chuvas bem distribuidas durante o ano e temperatura média anual de 17,5 °C.

O presente estudo foi realizado na Universidade de Passo Fundo, na Faculdade de

Arquitetura e Engenharia, localizada proxima as margens da RS 285 (figura 3.3).
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Figura 3.3 Mapa de situacio e localizagio da Area de Estudo.
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3.2.2 SOLO

O solo utilizado ¢é proveniente do Campo Experimental de Geotecnia, localizado na UPF,
(figura 3.4). Este é um solo residual proveniente de rochas basalticas. De acordo com a
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA, 1999, o solo ¢ classificado como

LATOSSOLO distréfico vermelho.

Figura 3.4 Campo Experimental de Geotecnia.

A figura 3.5 mostra o horizonte B, de onde o solo foi retirado, definido como horizonte
subsuperficial comumente encontrado abaixo de um Horizonte A ou E e que sofreu intensa
transformag@o pedogenética e que apresenta em geral coloragdo mais viva devido a pouca
influéncia da matéria organica e/ou a concentragdo de argila ou 6xidos de ferro (AZEVEDO e

DALMOLIN, 2004).
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3.2.3 CONTAMINANTES

Inicialmente para a realiza¢@o dos ensaios as amostras de 6leo diesel e biodiesel foram
encaminhadas ao Laboratorio de Cromatografia do Centro de Pesquisa em Alimentos da UPF.
Ao final deste processo, observou-se que ndo haveria a disponibilidade de cromatografias
destes materiais por auséncia de cromatografos com colunas especificas para estes
contaminantes. Contudo optou-se pela continuidade da pesquisa, adaptando outro método

para avaliar o teor de contaminante residual.

3.2.3.1 DIESEL

O oleo diesel utilizado neste trabalho para os ensaios de bioremediacdo foi selecionado

aleatoriamente de um posto de combustivel do municipio de Passo Fundo, RS.

De acordo com dados da Agéncia Nacional de Petréleo, a tabela 3.2 apresenta as
principais caracteristicas fisico-quimicas do o6leo diesel comercializado nos postos de

combustiveis do Brasil.

Tabela 3.2 Caracteristicas fisico-quimicas do diesel convencional (tipo C).

CARACTERISTICAS OLEO DIESEL
Enxofre (%)* 0,3
Carbono (%)* 86
Hidrogénio (%) 13,4
Oxigénio (%) 0
Aromaticos (%, v/V) 31,5
Viscosidade a 40 °C (cSt)* 2,5a5,5
Numero de cetano (NC)* 42
Densidade 15 °C (Kg/m?) 0,849
Ponto de névoa °C 1
Valor calorifico (MJ/Kg) 42,30
Umidade (ppm) 58

*Fonte: Agéncia Nacional do Petréleo (ANP, 2001):

Limites requeridos para a comercializag¢ao do 6leo diesel.
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3.2.3.2 BIODIESEL

O biodiesel utilizado na pesquisa ¢ de origem animal, derivado de sebo bovino. De
acordo com pesquisas realizadas por Schuler (2000) e Ramos (2000), os principais
componentes quimicos do biodiesel em estudo e a sua relativa porcentagem apresentam-se na
tabela 3.3.

Tabela 3.3 Composi¢ao do biodiesel de sebo bovino.

CARACTERISTICAS %
Miristico (14:0) 5,03
Palmitico (16:0) 29,09
Palmitoléico (16:1) 3,22
Estearico (18:0) 25,33
Oléico (18:1) 35,85
Linoléico (18:2) 1,48
Saturados 59,45
Insaturados 40,55
Numero de Cetanos 69
Viscosidade a 40 °C (cSt) 5,14
Ponto de névoa °C 8-10
Valor calorifico (MJ/Kg) 39,33
Umidade (ppm) 1390

* Fonte: SCHULER (2000); RAMOS (2000).

O biodiesel apresenta maior numero de cetanos e valor calorifico em relagdo ao diesel
comercial, porem o biodiesel derivado de sebo bovino solidifica em temperaturas mais
elevadas, apresenta maior umidade e viscosidade. A utilizagdo do biodiesel esta associada a
substituicdo de combustiveis fosseis em motores de ignicdo por compressao, no entanto, para
avaliar a real eficiéncia e viabilidade deste biocombustivel alternativo, sera necessaria a
realizacdo de testes de longa duragdo para que se possam avaliar as conseqiiéncias mecanicas

em motores e os possiveis efeitos de uma contaminagao.
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3.2.3 EQUIPAMENTO DE AERACAO

O equipamento de aeracdo (bioventing) foi desenvolvido no Laboratorio de Geotecnia, da
Faculdade de Engenharia e Arquitetura da UPF, o esquema simplificado apresenta-se na

figura 3.6.

COMPRESSOR FILTRO BIOREATORES
Figura 3.6 Esquema do equipamento de aeracdo.

E composto por tubos de PVC e tampdes rosquedveis, mangueiras de PVC Cristal 3/8,
conexdes metalicas 3/8, registro metalico com rosca 2 para o lado do tamp@o e conexado 3/8
para o lado da mangueira e bancada de madeira com moldes em gesso para fixagdo do

equipamento, como observado nas figuras 3.7 e 3.8.

Figura 3.7 Montagem do equipamento de aeragio.

Como bioestimulador foi utilizado o ar comprimido bombeado por um compressor da
marca SCHULZ Mundial (5,2 pés *min — 100 litros — lhp). O ar ao sair do compressor

passou por um processo de filtragem (figura 3.9).
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Figura 3.8 Equipamento de aeragdo.

Para a realizagdo deste, foi instalado um tubo de PVC transparente vedado e cheio de
agua. O ar bombeado entra no circuito pela parte inferior do tubo e sai pela parte superior
(utilizando uma mangueira de PVC Cristal 3/8), apos esse processo o ar ¢ bombeado para o

equipamento de aeracdo. O esquema simplificado do filtro apresenta-se na figura 3.10.

Entrada do ar

Figura 3.9 Equipamento de purificagdo do ar.

FILTRO

Figura 3.10 Esquema do filtro.
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3.3 METODOS E TECNICAS

3.3.1 COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS

No periodo de margo a junho de 2006, foram coletadas amostras deformadas do solo para
caracterizacdo e¢ indeformadas para o uso nas técnicas de bioremediacdo € no equipamento de

aeracao.

As amostras deformadas foram coletadas através de wvalas escavadas, medindo
aproximadamente 1,50 metros de profundidade, como apresentado nas figuras 3.11 e 3.12,
sendo acondicionadas em sacos plasticos e encaminhadas ao Laboratério de Geotecnia da
Faculdade de Engenharia e Arquitetura da UPF, onde foi realizada a caracterizacdo fisica do
solo e aos Laboratdrios de Solos e Microbiologia do Solo ambos da Faculdade de Agronomia
e Veterinaria da UPF, onde foram realizadas as andlises quimica e microbiologica do solo

respectivamente.

Figura 3.11 Vala para coleta do solo.  Figura 3.12 Coleta das amostras deformadas.

Para as técnicas de bioremediacdo e para o equipamento de aeragdo foram coletadas
amostras indeformadas, da area delimitada, através blocos moldados do talude, conforme as

figuras 3.13 e 3.14.
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Figura 3.13 Moldagem do bloco. Figura 3.14 Talude de onde foi retirado o bloco

Para evitar a perda de umidade excessiva, logo apds a sua retirada o bloco foi envolvido
em filme de PVC transparente (figura 3.15 e 3.16), e encaminhadas ao Laboratério de
Geotecnia da Faculdade de Engenharia e Arquitetura da UPF, para posterior confeccido dos

corpos de prova.

Figura 3.15 Protecdo do bloco de solo Figura 3.16 Bloco totalmente revestido

utilizado na confec¢@o dos corpos de prova. com filme de PVC transparente.

A partir do bloco foram moldados corpos de prova com 7,5 cm de diametro ¢ 10 cm de
altura com peso variado (figura 3.17), e apds foram acondicionados em filme de PVC
transparente, fechados e armazenados em geladeira a uma temperatura de 20°C, para nao

alterar as caracteristicas naturais.
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Fig. 3.17 Moldagem da amostra indeformada do solo.

3.3.2 CONTAMINACAO DO SOLO

Os ensaios de bioremediacdo foram desenvolvidos no Laboratorio de Geotecnia da UPF,
onde os corpos de prova foram inseridos em tubos de PVC de 100 mm (para atenuacgio
natural e bioaumentag@o) e 100mm rosquedveis (para bioaeracdo), tendo ambos a lateral

preenchida por gesso liquido (evitando o fluxo preferencial do dleo diesel e do biodiesel).

Como observado na figura 3.18.

sl

Figura 3.18 Corpo de prova sendo revestido com gesso.

Inicialmente foi realizado o teste de absor¢do das amostras indeformadas de solo nos trés
niveis de contaminagdo determinadas no projeto de pesquisa. Os corpos de prova foram
contaminados com dleo diesel com propor¢des em cm’, referentes ao volume de vazios

existente em cada amostra (tabela 3.4).
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Tabela 3.4 Teste de absorcdo realizado em trés niveis de contaminagao.

Volume de Volume de
Amostras % vazios contaminante
1 25 199,45 cm? 49,86 cm?
2 50 206,16 cm? 103,08 cm?
3 75 200,94 cm?® 150,70 cm?
As amostras 1, 2 e 3 apresentaram o volume de vazios = 199,45 cm’ , 206,16 cm’ e

200,94 cm3, desta forma o volume de 6leo diesel aplicado foi 49,86 cm’ , 103,08 cm’ e
150,70 cm’, o equivalente a 25%, 50% e 75% do volume de vazios dessas amostras

respectivamente

Na figura 3.19, apresenta-se a metodologia adotada para a contaminacdo de solo com
diesel. O diesel foi derramado com o auxilio de uma proveta sobre o corpo de prova. As
amostras ficaram em observagdo até que ocorresse a completa absor¢do do 6leo diesel pelo
solo. Apos 24 horas, as amostras absorveram totalmente o 6leo diesel aplicado (figura 3.20),

porem, uma parte do 6leo diesel passou pelo corpo de prova, ficando retido na bandeja.

Figura 3.19 Amostra 1 sendo contaminada Figura 3.20 Amostra 1 ap6s 24 horas
com 25% de 6leo diesel. de observacao.

Definido o grau de contaminagdo, as amostras de solo naturais deformadas foram
colocadas nos bioreatores e contaminados com diesel e biodiesel (figura 3.21 A e B) e

expostos aos diferentes tipos de tratamentos.
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Fig. 3.21 Contaminagdo: A) com 6leo diesel) e B) com biodiesel.

Todos os corpos de prova foram contaminados no mesmo dia com propor¢des referentes
ao volume de vazios existente em cada amostra. As amostras foram expostas a um periodo de
contaminagdo de 24 horas. Apods esse periodo, o excesso dos contaminantes foi retirado,
sendo observado que tanto o diesel como o biodiesel percolaram pelo solo, atingindo o
objetivo esperado da contaminacdo. A quantidade de contaminante absorvida foi determinado

pela diferenca de massa, do bioreator antes e depois da contaminagdo (figura 3.22).

Figura 3.22 Pesagem dos bioreatores apos a contaminagao.

Na figuras 3.23 (A e B), observa-se a contaminacio do solo com diesel apds 24 horas de

contaminagao.
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Fig. 3.23 Corpos de prova apds contaminacdo com diesel, A) diesel passando pelo
bioreator e B) percolagdo completa do diesel pelo solo.

Nas figuras 3.24 (A e B), e 3.25, observa-se a contaminacido do solo com biodiesel apds

24 horas de contamina¢do. Neste caso, o biodiesel, durante o processo de contaminagdo se

solidificou no periodo da noite (devido a baixas temperaturas), dificultando a percolacido do

contaminante no solo.

Fig. 3.24 Solidificacdo do biodiesel: A) antes de passar de solo e B) apds percolar pelo solo.
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Figura 3.25 Corpo de prova apos contamina¢do com biodiesel.

Tanto para a contaminacdo do solo com diesel como para o biodiesel foram estabelecidos

e adotados os mesmos pardmetros, no entanto o comportamento e as caracteristicas dos

contaminantes apresentaram-se diferenciadas ao longo do processo, devido as caracteristicas

quimicas de cada combustivel.

3.3.3 ANALISE FiSICA DO SOLO

A caracterizagdo fisica foi realizada no Laboratério de Geotecnia da Faculdade de

Engenharia e Arquitetura da UPF, no periodo de marg¢o a junho de 2006.

Foram realizados ensaios de caracterizagcdo do solo para determinar sua classifica¢do pelo

Sistema Unificado de Classificacdo do Solo (SUCS) e Highway Research Board (HRB).

Foram analisados os seguintes parametros:

Granulometria, realizadas por peneiramento e por sedimentagcdo segundo o método
da NBR 7181/84 (ABNT, 1984,a);

Massa Especifica (y,), realizada seguindo a NBR 6508 (ABNT 1984,b);

Limites de consisténcia (LL, LP e IP) do solo de acordo com os métodos da NBR
6459 (ABNT, 1984c) e NBR 7180 (ABNT, 1984,d);

Umidade (w), obtido através da relagdo entre os pesos umidos e secos das amostras;

Indices fisicos (porosidade, indice de vazios, grau de saturagdo, massa especifica).
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Para realiza¢do da analise quimica, foram retiradas amostras do solo natural. As amostras

foram encaminhadas ao Laboratorio de Solos da Faculdade de Agronomia e Medicina

Veterinaria da UPF, Passo Fundo, RS. A andlise quimica consiste na andlise basica e

micronutrientes do solo:

* pH;

e Nitrogénio (N);
e Fosforo (P);

e Potassio (K);

e Aluminio (Al);
e (élcio (Ca);

e Magnésio (Mg);

Hidrogénio + Aluminio (H+Al);
Capacidade de Troca de Cations (CTC);

Porcentagem de matéria organica (MO),

e Enxofre (S),

e Saturacdo de Bases, Al ¢ K,
e Boro,

e Mangangés,

e Zincoe,

e Cobre.

3.3.5 ANALISE MICROBIOLOGICA DO SOLO

Para quantificacdo e identificacdo da microbiota indigena presente no solo em estudo, as

amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia do Solo da Faculdade de

Agronomia e Medicina Veterinaria da UPF, no periodo de maio a junho de 2006. As

amostras foram realizadas em épocas diferentes, resultando em trés analises para a

quantificagdo e identificagdo dos microrganismos.
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As amostras de solo foram retiradas a aproximadamente 1,20 m de profundidade, com o
uso de material previamente esterilizado em laboratdrio. A seqiiéncia do procedimento para
coleta de amostras do solo, utilizado na segunda andlise, apresenta-se na figura 3.26. Para

evitar contaminagdes externas, utilizou-se material esterilizado, flambou-se a parede da vala

(figura 3.26 A), descartou-se 20 cm do solo da parede da vala (figura 3.26 B) e coletou-se o
solo (figura 3.26 C).

Figura 3.26 Procedimento de coleta das amostras de solo para andlise microbioldgica.
A) esterilizacdo, B) retirada do solo superficial e C) coleta do solo.

Apos a coleta, o solo foi armazenado em um recipiente de vidro fechado e previamente
esterilizado, sendo encaminhado ao laboratério de microbiologia para o desenvolvimento dos

seguintes procedimentos:

3.3.5.1 Diluicédo seriada

Para quantificacdo da microbiota nativa retirou-se um Kg de solo, procedeu-se a
homogeneizagdo, retirando duas amostras de 10 g de solo cada, adicionando 90 mL de
solucdo fisioldgica 0,8% (figura 3.27). A mistura foi agitada por 15 minutos a 80 rpm sob
agitacdo orbital e apos procedeu-se a leitura do pH de cada amostra. Para quantificacdo da
microbiota tomou-se 1 mL de cada amostra realizando-se dilui¢des seriadas (10" e 107),
(figura 3.28), com semeadura de 200 pL nos meios de cultura, com trés repeti¢des para cada

amostra e para cada meio de cultura.
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Figura 3.27 Homogeneizac¢do da amostra. Figura 3.28 Diluicao seriada.

3.3.5.2 Meios semi-seletivo

Inicialmente para identificar e quantificar os microrganismos nativos presentes no solo
residual de basalto em estudo foi utilizado os seguintes meios de cultura: Thornton
(THORNTON, 1922), BDA (SMITH & ONIONS, 1983), Martin (WOLLUM, 1982), CDA —
Caseino - Dextrose - Agar (BOUCHER et al.,1992), Extrato de Solo (PRAMER &
SCHMIDT, 1964) e meio de cultura 523 (KADO & HESKETT, 1970). O meio Thornton ¢
utilizado para quantificar bactérias, o meio BDA ¢ um meio mais geral, usado para quantificar
todos os fungos presentes no solo, no meio Martin usa-se um corante (Rosa bengala) e
estreptomicina (antibidtico usado para inibir o crescimento de bactérias), crescendo apenas
fungos, o meio CDA foi utilizado na quantificagdo de actinomicetos, o meio Solo, por conter
solo na sua composi¢d@o torna-se propicio ao crescimento da microbiota caracteristica do local
em estudo e o meio de cultura 523 para bactérias. Os meios para crescimento de bactérias e
actinomicetos foram colocados em estufa bacteriologica a 28 °C e os meios para crescimento
de fungos foram colocados em lampadario com 12 horas/luz a 25 °C. A contagem da UFCs de
bactérias e actinomicetos realizou-se apds 48 da semeadura e a identificacdo de fungos sete
dias apos a semeadura.

O numero de UFC/g foi calculado pela formula: UFC/g de solo=C x D x 0,5

Onde:
C =n° de coldnias observadas
D = denominador da dilui¢do correspondente

0,5 = (volume de semeadura).
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3.3.5.3 Isolamento e purificacdo de colonias

Apds o crescimento e contagem das UFC, as diferentes colonias que cresceram isoladas
foram repicadas para seus respectivos meios de cultura para purificacdo e crescimento isolado
(figura 3.29 A e B) Cada colonia com aspecto morfoldgico diferenciado foi preservado em

meio de cultura 523 em tubo inclinado (figura 3.30) e mantido a 4 °C para testes posteriores.

Figura 3.30 Coldnias de bactérias sendo preservado em

meio 523 em tubo inclinado.

3.3.5.4 Seleciio das bactérias para bioaumentacio

Apos o isolamento e purificagdo das colonias, as bactérias foram testadas quanto a

resisténcia e suscetibilidade aos contaminantes, sendo repicadas para o crescimento em meio

de cultura 523, este com 06leo diesel em sua composi¢@o. Neste caso a sacarose foi substituida
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pelo diesel na mesma propor¢do, servindo de fonte de nutrientes para o crescimento das

bactérias. Os resultados foram obtidos apds 48 h da incubagdo na estufa bacterioldgica.

3.3.5.5 Preparo do inoculo (bioaumentacio)

O preparo do inoculo foi realizado a partir de colonias puras de bactérias selecionadas,
cultivados em meio de cultura 523, por 24 h e ressuspendidas em 3mL de solugdo fisioldgica
0,8%. A suspensdo sera acrescentada em 50mL de meio de cultura liquido 523, sob agitagdo
orbital constante a 28 °C, na incubadora refrigerada com agitacdo do fabricante TECNAL
modelo TE-421. Apds 24 h de incubagdo, deve-se proceder diluigdes sucessivas em meio de

cultura 523, para determinacdo da concentracdo de células (figura 3.31).

Figura 3.31 Bactérias selecionadas bioaumentadas.

3.3.5.6 Teste de resisténcia das bactérias aos contaminantes

Apds a bioaumentagdo das bactérias selecionadas, realizou-se um teste paralelamente aos
ensaios de bioremediagdo, para determinar a resisténcia das bactérias quanto a presenca do
oleo diesel e do biodiesel. Para a realizacdo deste teste, utilizou-se 18 erlenmeyer de vidro de
250 mL, meio de cultura 523, contaminantes (diesel ou biodiesel) e bactérias. Para cada 50

mL de meio de cultura aplicou-se 50 mL de contaminante (figura 3.32) e 1000 puL de bactéria.
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Figura 3.32 Solugdo aplicada no teste de resisténcia.

A figura 3.33, mostra a aplicacdo de 1000 pL da bactéria Pseudomona ssp., em 100 mL

de solug@o contendo meio de cultura + diesel.

Figura 3.33 Adicao da bactéria Pseudomona ssp., em solu¢do com diesel.

Neste teste, a composi¢do do meio de cultura 523 ndo foi alterada, sendo a sacarose a
fonte inicial de nutrientes.

Nas figuras seguintes apresenta-se a bactéria Pseudomonas ssp. (figura 3.34) e as
bactérias identificadas com os niimero 06 (figura 3.35), 07 (figura 3.36), 08 (figura 3.37), 11
(figura 3.38), 16 (figura 3.39), 19(figura 3.40), aplicadas em solu¢do com o meio de cultura

523 + diesel, para testar individualmente a resisténcia das bactérias bioaumentada.
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Fig. 3.35 Pseudomonas ssp. + solugdo com diesel.  Fig. 3.36 Bact. n® 06 + solu¢do com diesel.

Fig. 3.37 Bact. n° 07 + solugdo com diesel. Fig. 3.38 Bact. n° 08 + solu¢do com diesel.

Fig. 3.39 Bact. n® 11 + solugdo com diesel. ~ Fig. 3.40 Bact. n® 16 + solugdo com diesel.
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Fig. 3.40 Bact. n° 19 + solucdo com diesel.

Nas figuras seguintes apresenta-se a bactéria Pseudomonas ssp. (figura 3.41) e as
bactérias identificadas com os niimero 06 (figura 3.42), 07 (figura 3.43), 08 (figura 3.44), 11
(figura 3.45), 16 (figura 3.46), 19 (figura 3.47), aplicadas em solugdo com o meio de cultura

523 + biodiesel, para testar individualmente a resisténcia das bactérias bioaumentada.

Fig. 3.41 Pseudomonas sp. + solucdo com biodiesel. Fig. 3.42 Bact. n° 06 + solu¢do com biodiesel.

Fig. 3.43 Bact. n° 07 + solug@o com biodiesel. ~ Fig. 3.44 Bact. n° 08 + solugdo com biodiesel.



67

Fig. 3.45 Bact. n° 11 + solug¢do com biodiesel. Fig. 3.46 Bact. n° 16 + solu¢do com biodiesel.

Fig. 3.47 Bact. n° 19 + solu¢@o com biodiesel.

A figura 3.48, mostra o teste de resisténcia realizado com um pool (mix) de bactérias,
onde foi adicionado 1000 pL de cada bactéria bioaumentada. O pool foi colocado na solucio

de meio de cultura + diesel ou biodiesel nas mesmas concentragdes dos testes anteriores.

Figura 3.48 Mix de bactérias em solucdo: A) com diesel B) com biodiesel.
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Apds quinze dias do inicio do ensaio, as amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de
Cromatografia Gasosa do CEPA (Centro de Pesquisa em Alimentos) e para o Laboratorio de
Quimica do ICEG (Instituto de Ciéncias Exatas e Geoldgicas) ambos da UPF, onde foram
realizadas as andlises de Cromatografia Gasosa (CQG), Differential Scanning Calorimetry

(DSC). O ensaio continuou em observagao até o final do experimento.

3.3.5.7 Microcultura para fungos

A técnica de cultura em laminas € util para se determinar o modo pelo qual os esporos sdo
produzidos, bem como para observar as caracteristicas do micélio, dos esporos e dos

esporoforos.

Para a identifica¢do de fungos, foram colocados dois discos de papel filtro umedecidos em
uma placa de Petri, sobre os quais foram dispostos uma vareta de vidro em forma de V, uma
lamina de microscopio e uma laminula. Usando-se um perfurador esterilizado cortou-se
discos de BDA colocando-se sobre a lamina na placa de Petri. Com o auxilio de uma agulha
histoldgica retira-se pequena parte do micélio e coloca-se nos discos em pontos equidistantes,
cobrindo com uma laminula. Estes foram colocados em lampadario com 12 horas/luz a 25 °C
por sete dias para permitir o crescimento do fungo em dire¢do a laminula de forma que
possam ser analisadas tanto em lamina quanto em laminula para montagem de novas laminas

para posterior analise em microscopio.

3.3.6 ENSAIOS DE BIOREMEDIACAO

Para melhor analise os ensaios de bioremedia¢do foram divididos em tratamentos com

triplicata para cada tempo pré-determinado, como apresentado na tabela 3.5.

Tabela 3.5 Tratamentos utilizados no experimento.

TRATAMENTOS CONTAMINANTES ADIGOES TECNICAS DE BIOREMEDIAGAO

T1 Sem Contaminante -—-- Atenuacéo Natural

T2 Diesel - Atenuacao Natural

T3 Biodiesel - Atenuacéo Natural

T4 Sem Contaminante Bactérias 2,93 x 10° UFC Bioaumentagao

T5 Diesel Bactérias 2,93 x 10° UFC Bioaumentagéo

T6 Biodiesel Bactérias 2,93 x 10° UFC Bioaumentagéo

T7 Sem Contaminante Adicéo de ar Bioventing

T8 Diesel Adicéo de ar Bioventing

T9 Biodiesel Adigdo de ar Bioventing
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A técnica Atenuag@o Natural foi aplicada nos tratamentos T1, T2 e T3. O T1 nio foi
contaminado, sendo considerado controle para os demais, o T2 foi contaminado com diesel e
o T3 com biodiesel, nestes ensaios avaliou-se a capacidade de atenuagdo natural do solo em

relagdo ao contaminante.

A técnica Bioaumentacdo foi aplicada nos tratamentos T4, T5 e T6. Nesta técnica, apds a
identificacdo e quantificagdo dos microrganismos (realizado pelas andlises microbioldgicas),
os microrganismos encontrados no solo em questdo foram multiplicados até atingirem
aproximadamente a concentragdo de 2,6 x 10® Unidades Formadoras de Colénia (UFC) por
mL e inoculados no solo em estudo (figura 3.49). Desta forma, os microrganismos
responsaveis pela biodegradag¢do do 6leo diesel sdo microrganismos nativos presentes no solo
residual de basalto em estudo. Nos tratamentos T5 e T6, o solo virgem bioaumentado foi

contaminado com o6leo diesel e biodiesel, respectivamente.

Figura 3.49 Aplicacdo das bactérias bioaumentados no solo.

Para a execuc¢d@o da bioaerag@o foi projetado e construido um equipamento (descrito no
item 3.2.3), através do qual foi possivel a adi¢do do ar comprimido por um periodo de 4 horas
diarias. O ar comprimido foi utilizado como fonte de nutriente estimulando a biodegradacgio
do contaminante. Desta forma, no tratamento T7, foi aplicada a técnica de bioventing no solo
virgem, nos tratamentos T8 e T9, o solo virgem bioestimulado pela aeragdo, foi contaminado

com Oleo diesel e biodiesel, respectivamente.

3.3.7 EVOLUCAO DE CO,

O método de evolugdo de CO,, teste de respirometria ou C mineralizavel foi realizado
para determinar quanto de C ¢é respirado pela microbiota do solo nos tratamentos de

Atenuacdo Natural (controle), Atenuacdo Natural + Diesel, Atenuagdo Natural + Biodiesel,
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Bioaumentacdo, Bioaumentacdo + Diesel e Bioaumenta¢do + Biodiesel. Pela determinagdo
das taxas de respira¢do durante um periodo de incubagdo, pode-se determinar a taxa maxima

de respiracdo, relacionado com a biomassa existente nesse solo.

Este método consiste na captura de C-CO,, emitido de uma amostra de solo, em solucdo

de NaOH e sua dosagem por titulagdo em HCL.

Figura 3.50 Experimento de Evolugdo do COs,.

Para o desenvolvimento do método utilizou-se 19 vidros herméticos de 1000 mL cada
(figura 3.50). Sendo 18 usados em triplicata para cada tratamento, € um usado como branco
(controle). Em cada recipiente, adicionou-se um frasco com aproximadamente 50 g de solo
(proveniente dos tratamentos em estudo), um frasco com 30 mL de solu¢do de NaOH 0,5

mol/L ™! (para captura de C-CO,), e outro contendo 30 mL de H,O (para manter a umidade).
A umidade do solo foi ajustada a 60-70% da capacidade de campo.

Os recipientes contendo o conjunto de solo + solucdo de NaOH + H,O e o recipiente

contendo apenas NaOH (branco), foram fechados e mantidos a temperatura ambiente.

Apbs 48 horas de incubagdo, os recipientes foram abertos e os frascos de NaOH retirados,
tomando o cuidado para deixar cada recipiente contendo solo aberto por 15 minutos, para que
ocorra a troca de ar (esse tempo foi uniforme para todas as amostras). Pipetou-se 10 mL da
solucdo de NaOH (previamente incubada com o solo) para um erlenmeyer de 125 mL,
adicionou-se 10 mL da solu¢do de BaCl, 0,05 mol/L Te3 gotas de fenolfetaleinal%, em
seguida titulou-se com solugdo de HCL 0,25 mol/L ™' (figura 3.51). O ponto de viragem ¢é
nitido passando de violeta para incolor (figura 3.52). Decorrido o tempo necessario para a

troca de ar do solo, outro frasco com 30 mL de solu¢do de NaOH 0,5 mol/L ! foi adicionado
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a cada sistema e este fechado e incubado novamente. O procedimento foi repetido em 2, 6, 15,

25,31, 38 e 45 dias ap0s a incubagdo.

Figura 3.51 Amostra sendo feita a titulagdo Figura 3.52 Experimento + amostras

com HCI. antes e depois da titulagdo.

3.3.8 DETERMINACAO DO TEOR DE CONTAMINANTE

3.3.8.1 Cromatografia Gasosa (CG)

O projeto inicial prevé a determinagdo do teor de contaminante residual pelo método
Cromatografia Gasosa (CG). Através do método CG, ¢ possivel analisar as cadeias
carbdnicas do diesel e do biodiesel. As amostras foram encaminhadas ao Laboratério de
Cromatografia Gasosa do Centro de Pesquisa em Alimentos (CEPA) da UPF. O equipamento
utilizado para as andlises foi um cromatografo gasoso com detector de ionizagdo de chama,
fabricante VARIAN e modelo STAR 3400 CX.

Devido ao alto custo desse método e tendo em vista que os processos de bioremediacio
necessitam de tempo para a biodegrada¢do dos contaminantes, apenas as amostras de solo
retiradas aos 120 dias foram encaminhadas para a andlise de CG.

No teste de resisténcia das bactérias aos contaminantes apenas as amostras que
apresentam-se morfologicamente diferentes, foram avaliadas pelo método de CG, aos 30 e

120 dias.
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3.3.8.2 Oleos e graxos

A determinac¢do do contaminante residual também foi avaliada pela extracdo de oleos e
graxos (lipidios), através do Método de Soxlet. Este método baseia-se na solubilidade dos
lipidios (6leos e graxos) em solventes organicos (hexano), possibilitando sua extracdo da
amostra quando em contato com o mesmo. Para a realizacdo deste procedimento, adotou-se
um método de extragdo continua em aparelho de soxlet (figura 3.53), baseado na
quantifica¢do gravimétrica do material extraido com solvente. O método foi adaptado do
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA,1998), e utilizou-se

0 mesmo procedimento para todos os tratamentos.

Figura 3.53 Aparelho de Soxlet.

Inicialmente pesou-se 5g de solo de cada tratamento em cartucho de papel filtro. Os
cartuchos, j4 com a amostra do solo, foram inseridos no aparelho de soxlet para fazer a
extragdo com hexano, utilizando baldo de fundo chato (250 mL) previamente dessecado e
tarado. Apos 4 horas, os cartuchos com as amostras de solo foram retirados e inicia-se o
processo de recuperagdo do hexano por 30 min, desta forma, o hexano vai sendo retirado do
extrator de soxlet antes de recomegar nova sifonagdo e os residuos ficam depositados no
fundo do baldo. O baldo com lipidios fica na a estufa a 105°C por lhora e em seguida, vai

para o dessecador (figura 3.54), onde permanece até esfriar a temperatura ambiente.
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Figura 3.54 Baldo com residuos no dessecador.

O balédo € pesado e o célculo da determinacdo de lipidios ¢ feito através da equacdo que
segue:
Lipidios,g/100g = P2 — P1 x 100
Po

Onde:

Po = quantidade de amostra (g)

P1 = peso do baldo (g)

P2 = peso do baldo com lipidios (g)
O resultado obtido foi obtido em base imida, ja que foi utilizada a amostra de solo com

umidade caracteristica para cada tratamento.

3.3.9 TEMPERATURA, UMIDADE e pH

Os ensaios de bioremediag@o foram realizados na temperatura ambiente do Laboratorio de
Geotecnia do CETEC (Centro Tecnoldgico) da UPF. A umidade do solo foi mantida a
umidade natural da coleta das amostras 34% (w/w), sendo avaliada em dois periodos (30 dias
e 120 dias apds o inicio do experimento). O pH utilizado foi o natural do solo (5,4), sendo
avaliada em dois periodos (30 dias e 120 dias). Apesar de ser considerado acido para o

desenvolvimento microbiolégico o pH nao foi corrigido.
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3.3.10 ANALISE ESTATISTICA

As andlises de variancia para a evolu¢do do CO, foi obtida através do programa SAS
(Statistical Analysis Systems Institute, Cary, NC), versdo 8.0 para o ambiente Windows,
utilizando procedimento General Linear Model, com posterior comprovagao através do teste

de Tukey a 5% de probabilidade.
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4 APRESENTACAO E ANALISE DOS RESULTADOS

Neste capitulo sdo discutidos os resultados obtidos por cada uma das técnicas aplicadas na
pesquisa. Inicialmente foram definidos pardmetros para a contaminacdo do solo, sendo
apresentado os resultados dos testes preliminares de contaminagdo, em seguida os resultados
da caracterizagdo fisica, quimica e andlises microbiologicas do solo (quantificacdo
microbiologica, testes de resisténcia das bactérias aos contaminantes), evolugcdo de CO; e,
apds os resultados obtidos na determinacdo do teor de contaminante pela extragdo de oleos e

graxos (Cromatografia gasosa e método de Soxlet).
4.1 CONTAMINACAO DO SOLO

O teste de absor¢do foi realizado contaminando o solo com 49,86 cm?® 103,08 cm?® e
150,70 cm?® de diesel, referentes a 25%, 50% e 75% do volume de vazios das amostras. As
amostras identificadas como 1, 2 e 3, absorveram apenas 5,69 mL, 12,21 mL e 27,16 mL do
contaminante o equivalente a 2,85%, 5,92% e 13,52% do volume de vazios respectivamente

de cada amostra, como apresentado na figura 4.1.

75%

13,52%

1 2 @ % de contaminante adicionado
Amostras B % de contaminante absonido

Figura 4.1 Resultado do teste de absor¢do do contaminante.
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A capacidade de absor¢do do solo em 24 horas n@o corresponde aos niveis de
contaminagdo pré-determinados, devido a alta permeabilidade do solo em estudo. Desta
forma, optou-se por apenas um nivel de contamina¢@o, porque independente do teor de

contaminante adicionado a capacidade de reten¢do de contaminante ¢ limitada.

Na tabela 4.1, observa-se o peso dos corpos de prova utilizados na pesquisa, o volume de
vazios, o volume de contaminante adicionado (referente 100% do volume de vazios de cada
amostra), o volume de contaminante absorvido e porcentagem de contaminante absorvido

pelo solo apos 24 h de contaminacéo.

Tabela 4.1 Contaminagd@o dos corpos de prova

Volume de
Peso do Corpo Volume de contaminante Volum_e de Volumg de
CP de Prova Vazios adicionado Contarrnnante contamllnante
(9) (ml) Absorvido (ml) Absorvida (%)

01 685,77 291,96 0 0 0
02 673,67 238,67 0 0 0
03 754,64 275,66 0 0 0
04 751,60 260,49 0 0 0
05 794,50 214,26 0 0 0
06 741,64 254,43 0 0 0
07 664,92 233,02 0 0 0
08 644,62 227,89 0 0 0
09 703,91 246,31 0 0 0
10 733,37 246,29 0 0 0
11 743,55 245,42 0 0 0
12 704,43 242,03 0 0 0
13 703,26 243,74 243,74 22,53 2,70
14 710,82 242,28 242,28 29,29 3,47
15 735,75 238,61 238,61 31,57 3,62
16 672,54 248,77 248,77 36,69 4,60
17 702,90 253,78 253,78 40,19 4,82
18 706,51 248,6 248,6 39,64 4,73
19 698,72 231,38 231,38 30,41 3,67
20 691,58 229,76 229,76 28,26 3,44
21 699,64 246,35 246,35 24,95 3,01
22 696,40 252,8 252,8 34,75 4,21
23 670,46 260,72 260,72 48,12 6,05
24 735,12 238,6 238,6 30,83 3,54
25 720,85 243,3 243,3 31,31 3,66
26 726,67 243,24 243,24 29,65 3,44
27 702,58 261,36 261,36 47,79 5,73
28 703,18 240,32 240,32 40,32 4,83
29 661,63 234,12 234,12 37,47 4,77
30 683,91 250,5 250,5 25,02 3,08
31 691,54 242,32 242,32 32,38 3,95
32 737,41 237,34 237,34 25,14 2,87
33 698,34 233,55 233,55 19,80 2,39
34 720,08 229,41 229,41 19,92 2,33

35 661,74 233,06 233,06 40,56 5,17



CP

36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86

Peso do Corpo
de Prova

(9)

682,38
687,70
692,80
693,94
690,22
666,95
711,60
717,67
715,66
777,05
719,77
689,15
681,17
719,25
662,28
669,61
708,82
726,14
718,52
798,68
786,80
720,45
779,14
693,16
697,15
711,08
688,79
698,85
692,77
732,89
713,29
706,65
740,99
701,46
715,49
709,76
695,39
737,77
723,89
686,02
718,01
707,66
669,46
730,97
658,41
753,96
726,14
699,54
718,61
760,00
746,06

Volume de
Vazios

232,71
235,53
252,27
235,77
248,05
239,79
235,3
242,47
240,58
245,2

237,02
245,07
247,06
226,85
235,66
239,42
233,87
229,17
237,56
234,29
237,65
239,19
223,44
2331

234,62
233,72
217,57
233,62
236,99
235,53
235,02
229,08
234,05
231,18
238,51
239,8
242,35
250,5
262,04
256,51
244,66
252,64
244,34
248,52
236,06
254,54
244,73
248,85
248,21
284,72
244,49

Volume de
contaminante
adicionado
(ml)
232,71
235,53
252,27
235,77
248,05
239,79
235,3
242,47
240,58
2452
237,02
245,07
247,06
226,85
235,66
239,42
233,87
229,17
237,56
234,29
237,65
239,19
223,44
233,1
234,62
233,72
217,57
233,62
236,99
235,53
235,02
229,08
234,05
231,18
238,51
239,8
242,35
250,5
262,04
256,51
244,66
252,64
244 .34
248,52
236,06
254,54
244,73
248,85
248,21
284,72
244,49

Volume de
Contaminante
Absorvido (ml)

19,09
0

OO OO OO0OO0O O oo

o

22,70
34,68
36,08
42,25
29,75
26,94
40,24
46,77
34,70
26,24
36,93
39,88
27,75
15,02
37,00
41,63
28,82
33,56
32,73
32,14
31,07
26,68
33,32
38,07
31,07
34,51
45,54
28,58
35,22
32,02
34,63
92,97

O OO oo

77

%
Absorvida

w

2,36

[eNeNeolNoNolNololNolNolNolNo

o

2,66
4,41
4,54
5,02
3,45
3,16
4,25
5,01
4,06
2,84
4,49
4,82
3,29
1,84
4,46
5,07
3,31
3,97
3,90
3,66
3,73
3,14
3,96
4,62
3,55
4,02
5,60
3,36
4,20
4,03
3,99

11,90

O OO oo
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Volume de

Peso do Corpo Volume de contaminante Volume de %

CP de Prova Vazi . . Contaminante .
azios adicionado . Absorvida
(9) (mi) Absorvido (ml)

87 740,91 261,04 261,04 0 0
88 717,20 213,45 213,45 0 0
89 735,53 235,05 235,05 56,09 6,43
90 730,58 241,12 241,12 32,61 3,76
91 691,93 226,56 226,56 52,77 6,43
92 712,01 2259 2259 28,94 3,43
93 693,08 242 242 33,68 4,10
94 687,61 235,38 235,38 45,18 5,54
95 696,67 241,39 241,39 34,27 4,15
96 708,84 239,7 239,7 32,02 3,81

4.2 CARACTERIZACAO FISICA DO SOLO

Os resultados apresentados a seguir sdo referentes aos testes para determinar as
caracteristicas fisicas do solo natural, das amostras coletadas no periodo de mar¢o a junho de
2006.

A tabela 4.2, mostra a umidade, a densidade real dos graos e os resultados dos ensaios
Limite de Liquidez, Limite de Plasticidade e Indice de Plasticidade, do solo natural.

Tabela 4.2 Caracteristicas Fisicas do solo natural.

Parametros/Solo Amostra 1
Umidade natural (%) 34
Densidade Real dos Graos 2,7
Limite de Liquidez (LL) (%) 53
Limite de Plasticidade (LP) (%) 42
Indice de Plasticidade (IP) (%) 11

Na figura 4.2, pode-se observar que a fracdo granulométrica do solo natural € constituido

por 70% de argila, 5% de silte, 22% de areia fina e 3% de areia média.
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Figura 4.2 Andlise granulométrica.

Os indices fisicos do solo apresentam-se na tabela 4.3, onde pode-se observar o indice de
vazios, o grau de saturacdo e a porosidade de cada amostra de solo indeformada utilizada na

pesquisa.

Tabela 4.3 Indices fisicos do solo.

CORPO DE INDICE DE GRAU DE POROSIDADE
PROVA VAZIOS SATURACAO

1 1,47 61,71 59,53
2 1,27 71,62 55,9

3 1,31 69,46 56,55
4 1,24 73,21 55,36
5 0,96 94,09 49,11
6 1,23 73,96 55,1

7 1,25 72,4 55,63
8 1,26 71,77 55,85
9 1,25 72,51 55,59
10 1,2 75,55 54,58
11 1,18 76,87 54,15
12 1,23 73,85 55,14
13 1,24 73,21 55,36
14 1,22 74,44 54,94
15 1,16 78,24 53,71
16 1,32 68,59 56,96
17 1,29 70,28 56,37
18 1,26 72,11 55,73
19 1,18 76,62 54,23
20 1,19 76,37 54,31
21 1,26 72,06 55,75
22 1,3 69,9 56,5
23 1,39 65,35 58,28
24 1,16 78,17 53,73
25 1,21 75,18 54,7
26 1,2 75,8 54,5




CORPO DE GRAU DE POROSIDADE
PROVA IND. DE VAZIOS SATURACAO

27 1,33 68,21 57,1

28 1,22 74,24 55,01
29 1,27 71,71 55,87
30 1,31 69,27 56,72
31 1,25 72,41 55,63
32 1,15 78,84 53,52
33 1,2 75,87 54,47
34 1,14 79,64 53,27
35 1,26 72,04 55,75
36 1,22 74,4 54,96
37 1,23 74,09 55,06
38 1,3 69,96 56,48
39 1,22 74,68 54,87
40 1,29 70,6 56,25
41 1,29 70,57 56,26
42 1,18 76,73 54,19
43 1,21 75,1 54,73
44 1,2 75,48 54,6
45 1,3 70,06 56,44
46 1,18 77,05 54,09
47 1,27 71,35 55,99
48 1,3 69,96 56,48
49 1,13 80,45 53,02
50 1,27 71,31 56,01
51 1,28 70,96 56,13
52 1,18 76,9 54,14
53 1,13 80,4 53,03
54 1,18 76,74 54,19
55 1,2 75,66 54,54
56 1,24 73,33 55,32
57 1,19 76,42 54,29
58 1,18 77,12 54,07
59 1,2 75,45 54,61
60 1,2 75,39 54,63
61 1,18 77,2 54,04
62 1,33 80,33 53,05
63 1,2 75,9 54,46
64 1,22 74,17 55,04
65 1,15 78,95 53,48
66 1,18 77,01 54,1

67 1,16 78,27 53,7
68 1,13 80,33 53,05
69 1,18 76,99 54,11
70 1,19 76,12 54,39
71 1,21 75,1 54,73
72 1,25 72,8 55,49
73 1,21 74,73 54,85
74 1,3 70,09 56,43
75 1,34 67,86 57,22
76 1,22 74,46 54,94
7 1,28 71,07 56,09
78 1,31 69,52 56,63
79 1,22 74,63 54,88

80
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CORPO DE GRAU DE POROSIDADE
PROVA IND. DE VAZIOS SATURACAO

80 1,29 70,55 56,27
81 1,21 75,16 54,71
82 1,21 75,28 54,67
83 1,27 71,32 56

84 1,24 73,46 55,27
85 1,48 61,13 59,76
86 1,17 77,31 54,01
87 1,3 69,77 56,54
88 1,06 85,26 51,57
89 1,14 79,4 53,34
90 1,18 76,88 54,15
91 1,17 77,49 53,95
92 1,14 79,97 53,16
93 1,25 72,67 55,54
94 1,22 74,12 55,05
95 1,24 73,23 55,35
96 1,23 73,12 55,15

Conforme descrito por Azevedo e Dalmolin (2004), solos argilosos apresentam
porosidade total (40 a 60%) maior que os solos arenosos (35 a 50%) e em geral, a

movimentagdo de gases e dgua nos solos argilosos ¢ mais lenta que em solos arenosos.

Os solos contaminados por petroleo, particularmente os solos argilosos, possuem algumas
caracteristicas que podem limitar a eficacia do processo de biodegradagdo. Como exemplo,
podemos citar a baixa permeabilidade, que pode vir a interferir diretamente tanto na difusao
de oxigénio (fundamental ao processo aerdbio de degradacdo) quanto na incorporagdo de

nutrientes (BAPTISTA & RIZZO, 2004).

Teoricamente solos argilosos possuem baixa permeabilidade, como citado na literatura,
porém em Latossolos, que apresentam uma boa estruturagdo, a quantidade de macroporos ¢

suficiente para que haja uma permeabilidade relativamente rapida de agua.

4.3 CARACTERIZACAO QUIMICA DO SOLO

Os resultados apresentados a seguir sao referentes a amostra de solo coletadas no més de

junho de 2006. Os resultados da analise basica e micronutrientes apresentam-se na tabela 4.4.
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Tabela 4.4 Analise basica e micronutrientes do solo

Parametros/Solo Amostra A

pH H,O 5.4
Ind. SMP 5,7
P (mg/dm”) 4
K (mg/dm’) 28
MO (%) <0,8
Al (cmol/dm’) 2,4
Ca (cmol/dm?) 1,5
Mg (cmol,/dm?) 0,8
H+Al (cmol/dm’) 6,2
CTC (cmol/dm?) 8,6
Saturacdo — Bases (%) 28
Saturacdo — Al (%) 50
Saturagdo — K (%) 0,8
Enxofre (mg/dm’) 5
Boro (mg/dm”) 0,5
Manganés (mg/dm?) <2
Zinco (mg/dm3) 1,0
Cobre (rng/dm3 ) 0,4

O solo natural analisado apresentou as seguintes caracteristicas:

e pH 4cido. A acidez do solo ¢ determinada principalmente pela concentragdo de
Hidrogénio + Aluminio, presentes no solo. Solos com pH acido, aumentam a concentracdo de
Aluminio. O aumento da acidez do solo ¢ um processo natural, mas que pode ser acelerado
pelas acdes humanas. As bactérias sdo 0os microrganismos mais tolerantes a acidez, isso

justifica a ampla distribui¢do e concentragio no solo em estudo.

e Baixa porcentagem de matéria organica. O teor de MO decresce em profundidade,
associado ao maior grau de empacotamento das particulas do solo, a tendéncia ¢ ocorrer a
diminui¢do na porosidade total do solo (AZEVEDO e DALMOLIN, 2004).

e Os micronutrientes encontrados no solo sdo considerados caracteristicos para um
Latossolo. A quantidade de contaminantes inorganicos (Zinco e Cobre) estdo dentro dos

padrdes de referéncia determinados pela Lista Holandesa de Valores da qualidade do solo
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(CETESB, 2006). O Aluminio ¢ considerado alto; o Calcio foi considerado bom para a
profundidade; o Mg, o Enxofre, o Boro, o0 Manganés e o Cobre foram considerados médios a
baixo. A concentragdo desses micronutrientes no solo natural, ndo interfere nos processos de
bioremediagdo. No entanto, a concentracdo de CNPK esta diretamente relacionada a este
processo. A quantidade de carbono organico e nitrogénio total do solo sdo considerados
baixos e estdo relacionados com a quantidade de matéria orginica do solo. O carbono
organico do solo ¢ constituido por microrganismos, hlimus estabilizado, residuos vegetais e
animais em varios estdgios de decomposicdo e carbono inerte (TEDESCO, 1995). A
quantidade de Fosforo (P) e Potassio (K) € considerada baixo. Sabe-se que a relagdo CNPK
ideal para a bioremediacdo ¢ 100:10:1:1, desta forma, para a obtengao de melhores resultados
na bioremediacdo faz-se necessario a bioestimulacdo com concentragdes maiores de
nitrogénio, fosforo e potassio.

e A CTC, mede a capacidade que o solo tem de trocar (adsorver e desorver) cations.
Funciona como um reservatorio de nutrientes, evitando a lixiviagdo dos elementos quimicos.
De acordo com Azevedo e Dalmolin (2004), de modo grosseiro, pode-se assumir que quanto
mais argiloso, quanto maior o conteido de matéria organica e quanto maior o pH do solo,

maior a CTC.

4.4 ANALISE MICROBIOLOGICA DO SOLO

4.4.1Quantificacio Microbiologica

A quantificacdo de microrganismos indigenas do solo apresentou resultados satisfatorios,
indicando a presenga de bactérias, actinomicetos e fungos.

O peso seco das amostras de solo foi calculado, e o nimero de UFC/g de peso imido, foi
convertido para UFC/g de solo. Os resultados da primeira, segunda e terceira analise
microbioldgica para quantificacio de bactérias e actinomicetos do solo em estudo, estdo
expressos na tabela 4.5, em seus respectivos meios de cultura.

Na tabela 4.5, observa-se o resultado das trés andlises realizadas para a quantificagdo
microbiologica do solo natural. A segunda e a terceira andlise apresentam resultados menos
expressivos quando comparados a primeira analise. Isto deve-se a adocdo de procedimentos
de coleta para a segunda e terceira andlises (descritos no item 3.3.3), utilizando materiais

esterilizados, evitando contaminagdes externas.
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Tabela 4.5 Microrganismos encontrados no solo natural a 120 cm de profundidade.

UFC/g de solo x 10°

1° analise 2° andlise 3° analise
Meios de
Cultura Bactérias Actinomicetos Bactérias Actinomicetos Bactérias Actinomicetos
CDA 0,43 0,03 1,35 0,36 1,42 0,38
Extrato de
Solo 4,58 - 1,77 - 1,91 -
Thornton 4,63 0,07 1,73 - 1,86 -
KADO 523 5,84 0,09 1,85 - 1,93 -

Nestas analises também foram identificados os fungos: Penicillium ssp. (figura 4.3) e
Rizoctonia ssp. (figura 4.4) e um fungo de coloragdo branca, que devido a falta de esporos nao

pode ser identificado (figura 4.5).

Fig. 4.3 Penicillium ssp. Fig. 4.4 Rizoctonia ssp.

Fig. 4.5 Fungo ndo identificado.
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Nas andlises realizadas as bactérias apresentaram-se em maior quantidade em relagdo aos
fungos e actinomicetos. Em solos com temperatura acima de 20° C, como ocorre em clima
tropical e subtropical, predominam as bactérias, havendo menos fungos e actinomicetos

(PRIMAVESI, 1981).

No entanto, na profundidade de 120cm do solo em estudo foi encontrado bactérias em
populagdo semelhantes a descrita por Alexandre (1977) apud Moreira e Siqueira (2002) na
tabela 2.3, que apresenta de 135 a 145cm de profundidade um total de 1,4 x 10°/g de solo de
bactérias (anaerobias e aerobias), ndo relatando a presenca de fungos e actinomicetos para
esta profundidade. A atividade microbiologica foi avaliada através da Evolugao de CO, (pelos
métodos descritos no item 3.3.7).

Os resultados da quantificacio microbiologica foram separados por técnica de
bioremediagdo e estudadas separadamente. O tempo 0 indica a populagdo microbioldgica do
solo natural (1,93 x 103). A figura 4.6, mostra os resultados obtidos nos tratamentos da técnica

de atenuagdo natural obtida aos 30, 60, 90 e 120 dias.
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Figura 4.6 Quantificacdo microbiologica da técnica Atenuacdo Natural dos tratamentos
T1- Atenuacdo Natural, T2 — Atenua¢do Natural + Diesel e T3 Atenuacdo Natural +

Biodiesel, nos 4 tempos da pesquisa.

A Atenuagdo natural apresentou resultados satisfatorios, quanto a quantificagdo
microbioldgica. Aos 30 dias, o T3 foi o tratamento que obteve melhores resultados com 18,83

UFC/g de solo x 10°. Aos 60 dias as bactérias que estavam em contato com o diesel (T2),
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apresentaram aumento da populacgdo atingindo o seu pico maximo com 9,39 UFC/g de solo x
10°, enquanto o T1 e o T3 diminuiram consideravelmente. Aos 90 dias, todos os tratamentos
decresceram, porém o T2 e o T3 atingiram uma concentragdo de 7,82 UFC/g de solo x 10° e
7,61 UFC/g de solo x 103, respectivamente. Aos 120 dias, o T2 obteve melhores resultados
com 6,12 UFC/g de solo x 10°.

A figura 4.7 apresenta a quantificagdo microbiologica dos tratamentos T4, T5 e T6 nos

quais foi aplicado a técnica de Bioaumentagao.
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Figura 4.7 Quantificacdo microbiologica da Bioaumentacdo dos tratamentos T4 —
Bioaumentacdo, TS5 — Bioaumentacdo + Diesel e T6 — Bioaumentagdo + Biodiesel, nos 4

tempos da pesquisa.

A Bioaumentag@o, quanto a quantificagdo microbiologica, foi a técnica que apresentou
melhores resultados, devido a inoculag¢do das bactérias consorciadas a uma concentra¢do de
2,93 UFC/g de solo x 10°, superior as demais técnicas. Os tratamentos T4, T5 e T6 tiveram
um comportamento semelhante até os 30 dias. Apartir dai, a popula¢do de bactérias do T4
diferenciou-se das demais diminuindo gradativamente até o periodo 120 dias. Observa-se a
evolucdo na concentragdo de bactérias atingindo o pico aos 60 dias dos tratamentos T5 e T6,
com 11,18 UFC/g de solo x 10° ou 11180 UFC/g de solo x 10° e, 8,186 UFC/g de solo x 10°
ou 8186 UFC/g de solo x 10°, respectivamente. Aos 90 dias a concentracdo de bactérias do T4
e do TS5 foi praticamente a mesma. Aos 120 dias, todos os tratamentos tiveram a populagdo de

bactérias inferior a inicial (tempo 0).
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Os tratamentos T7, T8 e T9, onde foi aplicado a aeracdo pelo processo Bioaeracio,

apresentam-se na figura 4.8.
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Figura 4.8 Quantifica¢do microbioldgica do Bioventing dos tratamentos T7 — Bioaeragao,

T8 — Bioventing + Diesel ¢ T9 — Bioventing + Biodiesel, durante o periodo de 120 dias.

Na figura 4.7, o crescimento das bactérias até os 30 dias foi praticamente semelhante. Aos
60 dias as bactérias na presenca do diesel comecam a diminuir a sua concentragdo, enquanto
que as bactérias dos tratamentos T7 e T9 continuam a se multiplicar atingindo 30,77 UFC/g

de solo x 10° ¢ 17,58 UFC/g de solo x 10°.

Esta técnica diferencia-se da atenuacdo natural pela adi¢do de ar comprimido como
estimulante na degradagdo dos contaminantes. No entanto ao comparar os dados das duas
técnicas observa-se que aos 30 dias a populagdo microbioldgica do bioventing ¢ inferior a
populagdo da atenuagdo natural. No entanto aos 60 dias, enquanto que as bactérias da
atenuacdo natural diminuem ou mantém a sua concentracdo, as bactérias do bioventing sdo
bioestimuladas e atingem o seu maior pico. Desta forma, o solo em estudo possivelmente

apresenta bactérias aerdbias ou facultativas aerdbias.

De acordo com Moreira e Siqueira (2002), a uma profundidade de 135-145 cm as

bactérias aerdbias sdo encontradas em maior quantidade em relag@o as bactéria anaerdbias.
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4.4.2 SELECAO DAS BACTERIAS PARA BIAUMENTACAO

Todas as colonias morfologicamente diferenciadas foram expostas ao teste de selecdo das
bactérias para a bioaumentagdo, com o contaminante 6leo diesel, porém apenas as bactérias
identificadas pelos numeros 05 (figura 4.9), 07 (figura 4.10), 08 (figura 4.11), 11 (figura 4.12)
e 19 (figura 4.13), apds 48 horas, cresceram e multiplicaram-se apresentando certa resisténcia

quanto a presenca do 6leo diesel no meio.

Figura 4.9 Bactéria n° 05.

Figura 4.11 Bactéria n° 08. Figura 4.12 Bactérian® 11.
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Figura 4.13 Bactéria n® 19. Figura 4.14 Bactéria n° 16.

A bactéria identificada como 16 (figura 4.14), também cresceu ¢ se multiplicou na
presenca do oleo diesel, porém, desenvolveu uma caracteristica diferente, modificando o meio

seletivo alterando a sua pigmentacao.

Este teste foi determinante para a selecdo das bactérias que foram submetidas a
bioaumentagdo. Apesar de ndo podermos avaliar a capacidade de degrada¢do de cada uma
delas, sabe-se que elas toleram e crescem na presenga do 6leo diesel. Além das seis bactérias

acima descritas, a bactéria do género Pseudomonas ssp., também foi bioaumentada.

4.4.3 TESTE DE RESISTENCIA DAS BACTERIAS AOS CONTAMINANTES

O teste de resisténcia das bactérias aos contaminantes foi realizado com as bactérias
selecionadas no teste de selegdo das bactérias para a bioaumentacdo. Aos 30 dias do
experimento obteve-se apenas resultados na andlise de Cromatografia Gasosa (CG). Apods 30
dias do inicio do teste, a bactéria n°16 transformou a coloracdo do meio de cultura na
presenga do 6leo diesel (figura 4.15) em comparagdo com as bactérias: Pseudomonas ssp.
(figura 4.16), Bactéria n°® 06 (figura 4.17), Bactéria n® 07 (figura 4.18), Bactéria n° 08
(figura 4.19), Bactéria n® 11(figura 4.20) e Bactéria n® 19 (figura 4.21).
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Figura 4.15 Bactéria n° 16. Figura 4.16 Pseudomonas ssp..

Figura 4.17 Bactéria n° 06. Figura 4.18 Bactéria n° 07.

Figura 4.19 Bactéria n° 08. Figura 4.20 Bactérian® 11.
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Figura 4.21 Bactéria n° 19. Figura 4.22 Mix de bactérias.

Na figura 4.22, observa-se que a solucdo com meio de cultura + diesel ndo apresentou
alteracdes de cor do meio de cultura, quando adicionado o consoércio de bactérias selecionadas

(mix).

Na figura 4.23, observa-se que a bactéria n® 16 formou uma emulsdo na presenca do
biodiesel, em comparacdo com as bactérias: Pseudomonas ssp. (figura 4.24), Bactéria n° 06
(figura 4.25), Bactéria n° 07 (figura 4.26), Bactéria n° 08 (figura 4.27), Bactéria n°
11(figura 4.28) e Bactéria n° 19 (figura 4.29).

Figura 4.23 Bactéria n° 16. Figura 4.24 Pseudomona ssp..
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Figura 4.29 Bactéria n° 19. Figura 4.30 Mix de bactérias.

O mix de bactérias selecionadas adicionado a solu¢do com meio de cultura + biodiesel
também formou uma pequena quantidade de emulsdo nas laterais do erlenmeyer, conforme

figura 4.30.



93

O perfil cromatografico realizada para a analise destes testes, reconheceu alguns
compostos do biodiesel, acidos graxos livres presentes na sua constituicao.

Aos 30 dias, os melhores resultados foram obtidos pelo experimento com biodiesel + a
bactéria n° 16. O perfil cromatografico realizado para esta andlise reconheceu alguns
compostos do biodiesel e indicou a transformagdo ou degradacdo do composto 18:3 (&cido
linolénico) em comparagdo com os 4cidos graxos livres encontrados na cadeia inicial do

biodiesel puro.

4.5 EVOLUCAO DE CO2

Neste teste, a evolugdo de CO2 foi acompanhada por um periodo de 45 dias, tempo
considerado necessario para a estabilizacdo das curvas de evolugdo de CO2. A quantificagdo
do CO2 pode ser analisada nos diferentes tratamentos; T1 (Atenuagdo Natural); T2
(Atenuagdo Natural + Diesel); T3 (Atenuacdo Natural + Biodiesel); T4 (Bioaumentagdo); TS
(Bioaumentagdo + Diesel) e T6 (Bioaumentagdo + Biodiesel). Todos os tratamentos foram
sistematicamente comparados ao T1, considerado controle. Os testes estatisticos foram
aplicados aos 2, 6, 15, 25, 31, 38 e 45 dias apos o inicio da incuba¢@o do experimento até a
estabilizacdo do CO2. Inicialmente serdo apresentados os resultados obtidos pelas técnicas de
bioremediagdo estudadas separadamente, apos um conjunto de dados sdo avaliados e pode-se
observar o tratamento que mostrou mais eficiéncia quanto a liberagdo de CO2.

A evolugdo de CO2 obtida no periodo de 45 dias durante, na figura 4.31 avalia a atividade

microbioldgica durante processo de Atenuacdo Natural.
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Figura 4.31. Evolu¢do do CO; (mg/cm?®) acumulado ao longo de 45 dias, da técnica

Atenuacdo Natural aplicado nos tratamentos: T1 — Atenuagdo Natural, T2 — Atenuagao

Natural + Diesel e T3 — Atenuagdo Natural + Biodiesel.
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Os tratamentos estudados no experimento apresentados na figura 4.30, manteram-se
estaveis até o 6° dia apds a incubagdo, periodo de adaptacdo das baterias ao ambiente. O
inicio da libera¢do de CO;, € observada do 6° ao 15° dia.

O tratamento T1, considerado controle, atingiu o pico de liberagdo do CO; no 15° dia com
21,53 mg/100 cm?, mantendo-se praticamente constante até o 31° dia, apartir dai, a liberagdo
de CO, foi decrescente atingindo a estabilidade aos 45 dias de incubacdo. Os tratamentos T2 e
T3, no 25° dia obtiveram o pico maximo da evolug¢do do CO, com 26,47 e 29,1 mg/100 cm?,
respectivamente. No 31° dia, assim como o tratamento controle, a liberagdo de CO, nos
tratamentos T2 e T3 comegou a diminuir apartir do 38°, mantendo a estabilidade aos 45 dia.

O T4 foi o tratamento considerado controle para a técnica de bioaumentac¢do. O grafico
4.22 mostra que nos 6 primeiros dias, os tratamentos T4, TS e T6, apresentaram resultados
satisfatorios para a bioaumentagdo, acelerando o processo de evolu¢do de CO; em relacdo a
atenuac¢ao natural.

A evolucgdo de CO2 obtida no periodo de 45 dias durante, na figura 4.32 avalia a atividade

microbioldgica durante processo de Bioaumentagao.
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Figura 4.32. Evolugdo de CO; (mg/cm?) acumulado ao longo de 45 dias, da técnica
Bioaumentacdo aplicado nos tratamentos: T4 — Bioaumentac¢do, TS5 — Bioaumentagdo + Diesel
e T6 - Bioaumentagdo + Biodiesel.

O T4 obteve o pico maximo no 15° dia, com 23,85 mg/100 cm® de carbono evoluido,
decrescendo gradativamente até no 31° dia. O TS5 e o T6, atingiram o pico maximo de
liberacdo de CO, no 25° dia com 25,35 mg/100 cm® e 37,87 mg/100 cm3. Do 31° ao 38°
observa-se uma queda brusca na liberacdo de CO, em todos os tratamentos, atingindo a

estabilidade aos 45 dias com excecdo ao T6 que voltou a liberar CO,.
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Independentemente das técnicas de bioremediacdo ou dos contaminantes aplicados, a
resposta em evolucdo de CO, comportou-se linearmente em todos os tratamentos avaliados.
Na figura 4.33, pode-se realizar uma comparagdo entre os tratamentos utilizados durante o
experimento. As bactérias tiveram maior atividade microbiana inicial na bioaumentacgdo, este
fato justifica-se pela maior concentracdo de bactérias inoculadas quando comparadas ao solo

natural.

40

s A ——T

= -T2
(\i o N\ ™
s f/x/;ﬁi.“
—e—T6
8N 20 / \
(%]
o 154
10 —
s ) _/ \_\
o 5 Y :
—N =
& —
2 6 15 25 31 38 45
Tempo (dias)

Figura 4.33. Compara¢do da Evolucdo do CO; (mg/cm?) acumulado ao longo de 45 dias
das técnicas de Atenuagdo Natural e Bioaumentagdo aplicado nos tratamentos: T1— Atenuagao
Natural, T2 — Atenua¢do Natural + Diesel, T3 — Atenuagdo Natural + Biodiesel, T4 —
Bioaumentagdo, T5 — Bioaumentacdo + Diesel e T6 — Bioaumentagao + Biodiesel.

Nos tratamentos onde foi utilizado o biodiesel como contaminante obteve-se melhores
resultados, quando comparados aos tratamentos com diesel. Este fato deve-se a composicao
dos contaminantes, pois o biodiesel possui em sua constituicio moléculas mais facilmente
biodegradaveis. Todos os tratamentos da técnica de atenuacdo natural apresentaram a curva de
crescimento dos microrganismos dividida em 4 fases caracteristicas: fase de adaptagdo (2-6),
fase log ou exponencial (6-15), fase estacionaria (15-31) e fase de declinio (31-45).

A tabela 4.6, apresenta a média de valores de Evolucdo de CO, (mg/cm?) durante o
periodo de 45 dias pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. Relacionando as varidveis:
tratamento, tempo e repeticdes, observa-se estatisticamente que os tratamentos T1, TS5, T2 e
T4 sdo significativamente iguais, obtendo o mesmo desempenho durante o experimento. O T4

¢ igual ao T3, e o0 T6 ¢ o mais diferenciado entre os tratamentos analisados.
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Tabela 4.6 Média de valores de Evolugdo de CO, durante o periodo de 45 dias, pelo teste
de Tukey 5%.

TRATAMENTOS MEDIA VALORES
Evolugao de CO, (mg/cm?)

T1 1420 a
TS 14.07 a
T2 14.03 a
T4 13.74 ab
T3 13.42b
T6 12.33 ¢

*CV%: 4,44
** Médias seguidas de mesma letra ndo diferenciam
estatisticamente entre si pelo Teste Tukey a 5% de

probabilidade.

Estatisticamente encontra-se uniformidade entre a média de valores obtidos pelas
repeti¢des, ndo evidenciando diferenca entre si. Em relagdo ao tempo, os melhores valores
para a atividade microbiana foram obtidos nos periodos P15 e P25 equivalentes aos dias 15 e

25 do experimento.

4.6 DETERMINACAO DE TEOR DE CONTAMINANTE

4.6.1 Cromatografia gasosa (CG)

O potencial de biodegradagdo das bactérias foi obtido pela diferenca de areas analisadas
no perfil cromatografico realizado para as amostra de solo dos tratamentos retirado aos 120

dias contaminados com biodiesel (tabela 4.7) e diesel (tabela 4.8).

Tabela 4.7 Diferenca de areas obtidas nos perfis cromatograficos dos tratamentos de

bioremedia¢cdo com biodiesel.

élgg(%sé PURO AT.NATURAL BIOAUMENTAGAO  BIOVENTING
C14:0 3.452 1484 350 543
C16: 0 28.045 11.246 256 820
C16: 1 2.959 1.255 90 610
C18:0 30.759 12.203 257 1.356
C18: 1 43592 13.876 377 1189
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O método cromatografia gasosa foi eficiente na identificagdo dos &cidos graxos livres da
composi¢do do biodiesel. O perfil cromatografico do biodiesel analisado apresentou os acidos
graxos livres caracteristicos do sebo bovino: acido miristico, acido palmitoleico, acido
estearico, acido oléico e acido oléico, apontando o acido palmitico como componente
majoritario.

A metodologia empregada para a andlise do perfil cromatografico de 4cidos graxos ndo
pode ser empregada para a analise do diesel, pois 0 mesmo nio possui acidos graxos livres em
sua composi¢do ou apresenta baixas quantidades que ndo podem ser identificadas. No entanto
a analise de acidos graxos livres, identificam as liga¢des de carbono entre os C14 e C20,
sendo possivel a identificacdo dos carbonos da fra¢do leve de TPH (Total de Hidrocarboneto
de Petrdleo) presente neste solo.

Tabela 4.8 Diferenca de areas obtidas nos perfis cromatograficos dos tratamentos de

bioremedia¢do com diesel.

HIDROCARBONETO DIESEL PURO AT.NATURAL BIOAUMENTAGCAO BIOVENTING

6373 1.297 1.034 350 361
7747 1.383 1.303 256 151
9598 1.161 1.128 237 122
11989 1.372 761 279 443
14999 829 823 185 403
18598 864 623 99 310
22697 1.246 1040 377 643

Pela diferenga de area dos perfis cromatograficos tanto nos tratamentos com biodiesel
como com diesel, os melhores resultados foram obtidos nas técnicas de bioaumentacdo e
bioventing. A atenuagdo natural também apresentou resultados satisfatérios, porém menos
expressivos, essa técnica requer maior tempo para a descontaminag¢do do solo porque a

biodegradagdo ocorre naturalmente sem nenhuma forma de bioestimulagao.

No teste de resisténcia das bactérias aos contaminantes apenas a bactéria identificada pelo
n° 16 apresentou caracteristicas diferentes das demais tanto na presenca do diesel como do
biodiesel. Desta forma optou-se pela realizagdo da CG, aos 120 dias, apenas das amostras com
a bactéria n° 16 e mix de bactérias na presenca dos contaminantes biodiesel (tabela 4.9) e

diesel (tabela 4.10).
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Tabela 4.9 Diferenca de areas obtidas nos perfis cromatograficos das amostras do teste de

resisténcia das bactérias ao contaminante biodiesel.

ACIDOS BIODIESEL L MIX DE
GRAXOS PURO BACTERIAN® 16 o AcTERIAS
C14:0 3.452 1419 123
C16:0 28.045 10.548 911
C16 - 1 2.959 1.072 62
C18:0 30.759 8.745 807
C18 - 1 43.592 17.211 1.176

O mix de bactérias foi mais eficiente na degradagdo das ligacdes de carbono dos acidos
graxos que compdem o biodiesel, quando comparado a bactérias n® 16. O biodiesel por ser
um combustivel biodegradavel apresenta ligagdes carbdnicas mais facilmente metabolizaveis

pelas bactérias.

Tabela 4.10 Diferenca de areas obtidas nos perfis cromatograficos das amostras do teste

de resisténcia das bactérias ao contaminante diesel.

DIESEL . o MIX DE
HIDROCARBONETO PURO BACTERIA n° 16 BACTERIAS
6373 1.297 33 495
7747 1.383 34 501
9598 1.161 40 419
11989 1.372 161 216
14999 829 33 260
18598 864 31 392
22697 1.246 7 78

No teste de resisténcia das bactérias ao contaminante a bactéria n® 16 apresentou o melhor
resultado para a degradacdo do diesel, quando comparado ao mix de bactérias. Esse fato
determina que a bactéria n® 16 apresenta um potencial de biodegradagdo das moléculas de

hidrocarbonetos diferenciando-se das demais bactérias.

4.6.2 Oleos e graxos

Os resultados sdo discutidos de acordo com o tempo em que o experimento foi realizado,
apresentando mostrando eficiéncia quanto a extracdo de lipidios do solo, ja que a técnica
original ¢ eficiente na extracdo de lipidios de alimentos. Contudo, em alguns casos a extragido
de diesel e biodiesel foram maiores em relacdo a porcentagem destes absorvidos pelo solo

inicialmente, o que pode ser observado nas amostras retiradas aos 30 e 60 dias. Aos 90 e 120
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dias, observa-se que a extracdo foi menor em relagdo a quantidade absorvida inicialmente.
Nota-se também, que os tratamentos que ndo foram expostos a nenhum tipo de contaminagao
(T1 - Atenuacdo Natural, T4 - Bioaumentagdo ¢ T7 - Bioventing) apresentaram valores iguais
e inferiores a 0,62 % de oleos e graxos extraidos.

Figura 4.34 apresenta os resultados obtidos pelo método de soxlet na extracdo de dleos e
graxos das amostras retiradas apos 30 dias, para avaliar a porcentagem de contaminante
residual em relacdo a quantidade de contaminante absorvido, relacionado a quantidade de

contaminante absorvido pelo solo inicialmente.
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Figura 4.34 Extracdo de dleos e graxos das amostras de solo retiradas no periodo de 30
dias dos tratamentos: T1 — Atenuagdo Natural, T2 — Atenua¢do Natural + Diesel, T3 —
Atenuacdo Natural + Biodiesel, T4 — Bioaumentagdo, T5 — Bioaumentagdo + Diesel, T6 —
Bioaumentacdo + Biodiesel, T7 — Bioventing, T8 — Bioventing + Diesel e T9 — Bioventing +
Biodiesel.

Nos tratamentos T2 (Atenuacdo Natural + Diesel) e (T3) Atenuagdo Natural + Biodiesel,
obteve-se 4,08% ¢ 4,23% de absor¢do do contaminante sendo extraido 4,33% e 5,51% de
diesel e biodiesel respectivamente.

Nos tratamentos TS5 (Bioaumentagdo + Diesel) e (T6) Bioaumentagdo + Biodiesel,
observa-se a absor¢do de 3,87% e 3,19% e a extragdo de 5,38% e 8,75%. O tratamento T8
(Bioventing + Diesel) apresentou maior absor¢do do contaminante com 5,10%, quando
comparado aos demais tratamentos, ¢ extragdo de 5,92%; e o T9 (Bioventing + Biodiesel),

apresentou absorg¢do de e 3,78% e extracdo de 5,98%.
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Aos 60 dias, as amostras de todos os tratamentos foram retiradas para avaliar a
porcentagem de contaminante residual em relagdo a quantidade de contaminante absorvido

conforme a figura 4.35.
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Figura 4.35 Extragdo de 6leos e graxos das amostras de solo retiradas no periodo de 60
dias dos tratamentos: T1 — Atenuacdo Natural, T2 — Atenuacdo Natural + Diesel, T3 —
Atenuacdo Natural + Biodiesel, T4 — Bioaumentagao, T5 — Bioaumentagdo + Diesel, T6 —
Bioaumentacdo + Biodiesel, T7 — Bioventing, T8 — Bioventing + Diesel e T9 — Bioventing +
Biodiesel.

Neste periodo de tempo, observa-se que o biodiesel continua sendo o contaminante mais
facilmente extraido, como apresentado no T3 com 7,66%, no T6 com 4,96% e no T9 com
8,02%, no entanto a porcentagem extraida continua sendo superior a porcentagem absorvida.
Observa-se também, neste caso, que nos tratamentos com diesel os resultados da extragcdo
foram satisfatorios sendo a extragdo inferior a porcentagem de diesel absorvida, como
apresentado no T2 com 3,10%, no T5 com 2,26% e no T8 com 1,86%, atingindo os objetivos
do experimento.

Visando obter melhores resultados, a metodologia para esta técnica foi revista, e adotou-
se um tempo maior para a recuperacdo do hexano, passando de 30 para 60 minutos.

A figura 4.36 apresenta os resultados, obtidos das amostras retiradas aos 90 dias, para
avaliar a porcentagem de contaminante residual em relagdo a quantidade de contaminante

absorvido inicialmente pelo solo.
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Figura 4.36 Figura 4.35 Extracdo de oleos e graxos das amostras de solo retiradas no
periodo de 90 dias dos tratamentos: T1 — Atenuag¢do Natural, T2 — Atenuacdo Natural +
Diesel, T3 — Atenuagdo Natural + Biodiesel, T4 — Bioaumentagdo, TS5 — Bioaumentacdo +
Diesel, T6 — Bioaumentagdo + Biodiesel, T7 — Bioventing, T8 — Bioventing + Diesel e T9 —
Bioventing + Biodiesel.

Com as novas medidas adotadas e considerando a baixa volatilidade do 6leo diesel e do
biodiesel, os resultados das amostras retiradas aos 90 dias com exce¢do do tratamento T3,
apresentaram-se abaixo da porcentagem absorvida.

A figura 4.37 mostra os resultados das amostras de solo retiradas aos 120 dias, para a
avalia¢do da porcentagem de contaminante residual em relacdo a quantidade de contaminante

absorvido inicialmente.
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Figura 4.37 Figura 4.35 Extracdo de oleos e graxos das amostras de solo retiradas no
periodo de 120 dias dos tratamentos: T1 — Atenuagdo Natural, T2 — Atenuagdo Natural +
Diesel, T3 — Atenuacdo Natural + Biodiesel, T4 — Bioaumentacdo, T5 — Bioaumentacdo +
Diesel, T6 — Bioaumentagao + Biodiesel, T7 — Bioventing, T8 — Bioventing + Diesel ¢ T9 —
Bioventing + Biodiesel.

Aos 120 dias, os resultados apresentaram-se mais uniformes, tendo todos os tratamentos
contaminados com diesel e biodiesel valores de extracdo inferior a porcentagem de
contaminante absorvida inicialmente, no entanto, os tratamentos que nao foram contaminados
continuaram apresentando baixas porcentagens de lipidios.

A quantidade de 6leos e graxos encontrados nos tratamentos que ndo sofreram nenhum
tipo de contaminacdo podem estar associados a quantidade de biomassa microbiana (as
bactérias possuem uma camada lipoprotéica em sua constituicdo) ou a quantidade de matéria
organica do solo, contudo, sabe-se que o horizonte B ndo ¢ caracteristico por possuir MOS e
nem microrganismos em grandes concentragoes.

Desta forma a explica¢do mais vidvel para a quantidade de 6leos e graxos encontrado nos
tratamentos T1, T4 e T7, esta associada ao erro do método de soxlet, ja que este foi adaptado
para a extragdo de lipidios em solos.

De acordo com Baptista e Rizzo (2004), a diminui¢do dos 6leos e graxos pode ocorrer ndo
s0 pelos fatores relacionados a atividade microbiologica, mas também por fatores fisico

quimico como lixiviagdo e volatilizagdo (BAPTISTA E RIZZO, 2004).
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Considerando que ndo houve lixiviagdo dos contaminantes e a baixa volatilidade do o6leo
diesel e do biodiesel, a diminuicdo dos o6leos e graxos no decorrer do tempo pode ser

considerado um indicativo de biodegradagdo dos contaminantes pelas bactérias.

4.7 TEMPERATURA, UMIDADE e pH.

Apesar da temperatura externa do laboratério variar muito durante o periodo do

experimento, a temperatura interna era praticamente constante, oscilando em torno dos 25°C

(+ou- 5°C).

A figura 4.38, apresenta a temperatura interna do laboratorio obtidas nos 30, 60, 90 e 120

dias do experimento.
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Figura 4.38 Temperatura interna do laboratdrio durante os 120 dias do experimento.

Do dia 5 de setembro ao dia 06 de outubro de 2006, a temperatura interna variou de 8§°C a

27°C, sendo considerado uma temperatura média de 21,9°C.

Do dia 9 de outubro ao dia 08 de novembro de 2006, a temperatura interna aumentou em
relagdo a temperatura obtida nos 30 dias anteriores, variando de 19°C a 30°C, sendo

considerado uma temperatura média de 24,5°C.

Do dia 9 de novembro ao dia 08 de dezembro de 2006, a temperatura minima foi de 19°C

e a maxima chegou aos 32°C, sendo considerado a temperatura média de 25,9°C.

Do dia 11 de dezembro de 2006 ao dia 10 de janeiro de 2007, a temperatura minima foi de

23°C e a maxima chegou aos 32°C, sendo considerado a temperatura média de 28,3°C.
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Ao longo do experimento a umidade e o pH sofreram alteragdes significativas quando

comparados as caracteristicas do solo natural.

A umidade do solo dos tratamentos foi avaliada aos 30 e 120 dias apds o inicio do
experimento, conforme observado na tabela 4.7. Os resultados foram posteriormente

comparados a umidade do solo no momento da coleta (34%).

Tabela 4.11 Umidade avaliada aos 30 e 120 dias.

TRATAMENTOS UMIDADE (%)
30 dias 60 dias
T1 - Atenuacdo Natural 31,08 31,08
T2 - At. Natural + Diesel 31,82 29,05
T3 - At. Natural + Biodiesel 32,74 28.48
T4 - Bioaumentagao 31,35 29,68
T5 - Bioaumentacdo + Diesel 32,59 30,56
T6 - Bioaumentacdo + Biodiesel 30,37 28,38
T7 - Bioventing 31,77 25,25
T8 - Bioventing + Diesel 30,41 26,38
T9 - Bioventing + Biodiesel 32,85 26,83

Observa-se na tabela 4.11, que ocorreu uma diminui¢do em relagdo a umidade natural do
solo, nos dois periodos de tempo. Aos 30 dias, a umidade manteve-se constante entre os
tratamentos, variando de 30,37% (T6) a 32,85% (T9). Aos 120 dias, a perda da umidade foi
maior, quando comparado aos 30 dias, variado a umidade entre 25,25% (T7) e 31,08 (T1). Os
tratamentos T7, T8 e T9, durante 0 mesmo periodo, tiveram perdas de umidade maiores em

relacdo aos demais tratamentos, devido a inje¢do de ar pelo equipamento de aeragdo.

Assim como a umidade o pH do solo ¢ um fator limitante para os microrganismos e um
importante parametro de monitoramento. Muitas espécies de microrganismo sobrevivem a
faixas extremas de pH, no entanto, o pH neutro € o ideal para o crescimento das bactérias.

A tabela 4.12 apresenta o pH do solo avaliados aos 30 e 120 dias, sendo posteriormente

comparados ao pH do solo natural (5,4) no momento da coleta.
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Tabela 4.12 pH avaliado aos 30 e 120 dias.

TRATAMENTOS pH
30 dias 120 dias
T1 — Atenuacgao Natural 4.2 43
T2 — Atenuagdo Natural + Diesel 4.8 4.8
T3 — Atenuagdo Natural + Biodiesel 4.6 5,1
T4 — Bioaumentagao 4.8 4,7
T5 - Bioaumentagdo + Diesel 4.5 4,7
T6 - Bioaumentagdo + Biodiesel 4.5 4.6
T7 — Bioventig 4.8 4.5
T8 - Bioventig + Diesel 43 4.9
T9 - Bioventig + Biodiesel 4.8 43

Ao longo do experimento, observa-se uma variacdo significativa no pH, tornando-o mais
acido. Desta forma, para se obter melhores resultados da biodegradacdo deve ser realizada a

manuten¢do do pH.
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5 CONCLUSAO

A seguir s3o apresentadas as conclusdes obtidas nesta investiga¢do, sendo possivel
alcancar os objetivos tracados inicialmente, como: caracterizagdo fisica e quimica do solo,
projetar ¢ montar um equipamento de aeracdo, quantificagdo dos microrganismos nativos,
avaliacdo da atividade microbioldgica e testar a resisténcia dos microrganismos na presenca
dos contaminantes.

As consideracdes finais sdo descritas de acordo com os objetivos citados:

e Tanto as caracterizagdes fisicas quanto a quimica do solo apresentaram-se adequadas
para a aplicag@o das técnicas de bioremediagao.

e O equipamento de aeracdo foi projetado e construido, tornando possivel a
bioestimulagdo com ar comprimido.

e As andlises de quantificagdo microbioldgica mostraram que o solo natural, apresentou
bactérias, fungos e actinomicetos em quantidades semelhantes a concentragdes referenciadas
para a profundidade em estudo.

e A atividade microbiana, avaliadas pela liberagdo de CO2, apresentou diferencas
significativas no periodo de 45 dias, apresentando melhores resultados para a Bioaumentagao
em relagdo a Atenuagdo Natural.

e Determinar o teor de contaminante residual e verificar o potencial de descontaminacao
do solo através das técnicas Atenuagdo Natural, Bioaumentacdo e Bioventing, foi realizado
através do método de Cromatografia gasosa e pelo Método de Soxlet.

e A CG realizada nos tratamentos com solo, indicou que a Bioaumenta¢do foi a melhor
técnica de descontaminag¢do de um solo residual de basalto contaminado com diesel; e a
técnica bioventing foi mais eficiente na descontaminacdo de um solo residual de basalto
contaminado com biodiesel. A Atenuagdo natural apresentou uma consideravel degradagdo

dos contaminantes, no entanto sabe-se que para a obtenc¢do de resultados mais expressivos
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nessa técnica € necessario um periodo de tempo maior, ja que a degradagdo neste caso ocorre
naturalmente.

e O Me¢étodo Soxlet utilizando o hexano como solvente organico foi eficiente na
solubilidade dos oleos diesel e biodiesel, porém, algumas adapta¢des ainda precisam ser
pesquisadas, para que este método possa ser utilizado na determinacdo do teor de

contaminante residual.

5.1 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

¢ Bioestimular o solo com os nutrientes nitrogénio, fésforo e potassio nas concentragdes
de C:N:P:K ideais para o desenvolvimento das bactérias, acelerando o processo de
biodegradacdo dos contaminantes.

e Monitorar e adequar os fatores ambientais como: temperatura, umidade e pH do solo, as
necessidades microbioldgicas.

e Utilizacdo da cromatografia gasosa em todos as amostras do solo, para identificar o
potencial de degradagdo das técnicas de bioremediacao.

e No Método Soxlet, recomenda-se a utilizacdo das amostras secas de solo, pois
considerando o que o hexano ferve a 70°C, e tendo em vista a baixa volatilidade do diesel e
do biodiesel (ponto inicial de ebulicdo 200°C), podem ser utilizadas amostras secas do solo,

pois usando esse solvente ndo ocorrem perdas por volatilizagdo dos contaminantes.
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