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RESUMO

A nanobiorremediagdo ¢ uma técnica para remediacao de solo que incorpora duas tecnologias
a fim de degradar contaminantes: a nanorremediagdo, através de nanoparticulas de ferro de
valéncia zero (nFeZ) e a biorremediagdo, através do metabolismo microbiano. O uso de nFeZ
tem se mostrado um método eficiente para degradar compostos organoclorados, que ainda
favorece a a¢ao de microrganismos do solo, viabilizando a biorremediacao como método de
remocao do teor residual do contaminante do solo. Desta forma, a nanorremediagdo pode ser
empregada visando a diminuicao das concentracdes iniciais de Pentaclorofenol (PCF) a fim de
viabilizar a degradag@o de teores residuais pelas bactérias presentes no solo, de forma mais
eficiente, sustentavel e rentavel. Objetivou-se estudar o processo de nanobiorremediagdo em
solo residual de basalto contaminado com pentaclorofenol. O PCF ¢ um pesticida
organoclorado, considerado contaminante de solo e d4gua em fun¢do do seu carater toxico e
carcinogénico. Para isso, determinou-se os teores maximos toleraveis de PCF e nFeZ pela
microbiota do solo através do método de respirometria. Para o nFeZ nenhuma das
concentragdes testadas teve efeito toxico a microbiota. Contudo, para o PCF, as concentragdes
de 3, 10, 20, 50 e 150 mg/kg tiveram um valor de acimulo de CO, menor do que o controle,
pontuando, ainda que em diferentes niveis, efeitos adversos aos microrganismos. Neste caso,
concentragdes acima de 20 mg/kg representaram uma queda de mais de 50% na producao total
de CO; relativa ao controle, gerando ambiente desfavoravel para a atividade microbiana. Ainda,
estudou-se variaveis que influenciam a recuperagdo do PCF do solo e sua quantificagdo, como
equipamentos, solventes e método analitico. Constatou-se que o procedimento de agitacao da
mistura de solo contaminado com metanol e posterior analise em espectrofotometro com
comprimento de onda de 230nm forneceram os melhores valores de eficiéncia de recuperagao.
O ensaio de nanorremediacdo avaliou o teor necessario de nFeZ para degradacdo do PCF a
niveis toleraveis pelos microrganismos para o ensaio final de nanobiorremediacdao. Tal
concentragdo foi de 40 g/kg e permitiu se chegar a concentra¢ao de PCF de 8 mg/kg a partir do
teor inicial de 20 mg/kg. No ensaio de nanobiorremediacdo, avaliou-se a degradacdao do PCF e
a producdo de CO»> de amostras de solo autoclavadas e ndo autoclavadas, a fim de diferenciar
se a degradacao foi realizada pelos microrganismos ou pelo nFeZ. Em ambos os casos ocorreu
uma degradacao de cerca de 40% do PCF nas primeiras 24 horas, e se aproximou de 100% apos
60 dias de ensaio. De acordo com o ensaio de respirometria, foi possivel notar que ocorreu
aumento da atividade microbiana apés a degradacdo do teor inicial do PCF pelo nanoferro,
sinalizando potencial para biodegradagao do teor restante do contaminante. A andlise estatistica
dos dados demonstrou que no tempo analisado neste estudo ndo ocorreu a biorremediacao do
PCF, contudo, houve degradacdo de cerca de 95% do contaminante, evidenciando que as
concentragdes e procedimentos utilizados foram satisfatdrios para a descontaminagao do solo.

Palavras-chave: biorremediagao, nanorremediacao, organoclorados.



ABSTRACT

Nanobiorremediation is a technique for soil remediation that incorporates two technologies in
order to degrade contaminants: nanoremediation through zero valent nano iron (nZVI) and
bioremediation through microbial metabolism. The use of nZVI has been shown like an
efficient method to degrade organochlorine compounds, which still favors the action of soil
microorganisms, making bioremediation possible as a method to remove the residual content
of contaminant. Thus, nanoremediation can be used to reduce the initial concentrations of
pentachlorophenol (PCP) in order to allow the degradation of residual contents by the bacteria
present in the soil, in a more efficient, sustainable and economic way. This work proposes to
investigate the nanobioremediation process in residual basalt soil contaminated with
pentachlorophenol. PCP is an organochlorine pesticide, considered a soil and water
contaminant due to its toxic and carcinogenic character. For this, the maximum tolerable levels
of PCP and nZVI were determined by the soil microbiota through the respirometry method. For
nZVInone of the concentrations tested had a toxic effect on microbiota. However, for PCP, the
concentrations of 3, 10, 20, 50 and 150 mg/kg had a lower CO> accumulation value than the
control, even though at different levels, they had an adverse effect on the microorganisms. In
this case, concentrations above 20 mg/kg represented a reduction of more than 50% in total
CO> production relative to the control, generating an unfavorable environment for the microbial
activity. Also, we tested variables that influence the soil PCP extraction, such as equipment,
solvents and analytical method. It was verified that the procedure of mixing the contaminated
soil with methanol and subsequent spectrophotometer analysis with a wavelength of 230nm
provided the best values of extraction efficiency. The nanoremediation assay evaluated the
required content of nZVI for PCP degradation at levels tolerable by microorganisms for the
final nanobioremediation experiment. This concentration was 40 g/kg and allowed to reach a
concentration of PCP of 8 mg/kg from the initial content of 20 mg/kg. In the
nanobioremediation test, PCP degradation and CO; production of autoclaved and non-
autoclaved soil samples were evaluated in order to differentiate the degradation performed by
microorganisms or nZVI. In both cases a degradation of about 40% of the PCP occurred in the
first 24 hours, and approached 100% after 60 days of testing. According to the respirometry
test, it was possible to observe that an increase in the microbial activity occurred after the
degradation of the initial PCP content by the nano iron, signaling potential for biodegradation
of the remaining content of the contaminant. The statistical analysis of the data showed that in
the time analyzed in this study there was no bioremediation of the PCP, however, there was
degradation of about 95% of the contaminant, evidencing that the concentrations and
procedures used were satisfactory for soil decontamination.

Keywords: Nanoremediation, bioremediation, organochlorines.
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1 INTRODUCAO

O pentaclorofenol (PCF) ¢ um organoclorado persistente que foi amplamente utilizado
como pesticida, herbicida e preservante de madeira. Devido a sua toxicidade aguda e
cancerigena para a saide humana, foi classificado como um poluente prioritario na dgua pela
USEPA (1998).

O uso desenfreado do PCF por um longo periodo de tempo faz com que ainda possa ser
detectado em agua, sedimentos, solo e alimentos. De acordo com o Superfundo NPL (Superfund
National Priority List) dos Estados Unidos, mais da metade das 1328 areas identificadas, estao
contaminadas com organoclorados (USEPA, 2016). Park e Bielefeldt (2005) mencionam que
somente a atividade de preservacdo de madeira utilizando PCF causou a contaminacdo de
aproximadamente 700 areas nos EUA. Além disso, a estabilidade da molécula deste composto,
que resulta na sua permanéncia no solo, fundamenta o desenvolvimento de processos que visam
sua retirada do ambiente e coibam o contato com os seres vivos.

A biodegradagdo ¢ o principal processo para a transformagao de poluentes organicos,
no qual os microrganismos do solo sdo os responsaveis pela degradagdo dessas substancias
(MCALLISTER; LEE; TREVORS, 1996, BARBEAU et al., 1997). Segundo Mohn e Tiedje
(1992), sob condig¢des anaerobias, as bactérias promovem a desalogenagao redutiva do PCF, de
modo que os atomos de cloro sdo sequencialmente substituidos por hidrogénio até a
transformagao completa em compostos menos toxicos.

No entanto a toxicidade do PCF pode afetar negativamente a biorremediacdo, deixando
o processo lento e pouco eficiente. A utilizacdo de nanoparticulas de ferro de valéncia zero
como um processo primario a biorremediacdo, tem se mostrado uma estratégia promissora para
a remediacdo de organoclorados como o PCF (WANG et a., 2016). O nFeZ, assim como as
bactérias desalogenadoras, ¢ capaz de remover o cloro da molécula através da desalogenacao
redutiva, funcionando como um complemento ao processo € por isso tem sido extensivamente
estudado para aplicagdo na remediacéo in situ.

O nFeZ possui uma elevada area superficial em fun¢do de seu tamanho em pequena
escala. Isto gera um incremento nas reagdes superficiais de troca de elétrons, tornando-o um
forte agente redutor de organoclorados e demonstrando taxas melhoradas pra reagdes de
desalogenagdo, contudo, sua aplicagdo pode ter um elevado custo dependendo das
concentragdes necessarias e condi¢des locais. Assim, 0 seu uso em concentragdes menores a
fim de reduzir parte do teor do contaminante diminui os investimentos necessarios e favorece

sua aplicagdo. No entanto, por se tratar de uma tecnologia nova, pouco se sabe a respeito de seu
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comportamento no solo em longo prazo. De acordo com Peralta-Videa et al. (2011), as
caracteristicas que tornam o nFeZ conveniente a remediacdo de solo, como pequeno tamanho
e alta capacidade de oxi-reducdo, também fazem dele um potencial contaminante do meio
ambiente. Alguns estudos mostraram que as nanoparticulas com estabilizantes possuem efeito
toxico menor se comparadas as nanoparticulas sem o revestimento organico, mas ainda sao
necessarios novos estudos que avaliem sua eco-toxicidade (KIRSCHLING et al. 2010, KIM et
al. 2009).

A associacdo de técnicas para a descontaminag¢do de ambientes esta sendo investigada
e muitos estudos tém apontado uma importante relagdo entre as técnicas de nanorremediagdo e
biorremediacdo, pois 0 nanoferro como processo primario na degradacao de PCF, além de
diminuir as concentragdes iniciais a niveis toleraveis pelos microrganismos, através da
transferéncia direta de elétrons, ainda gera H> que ¢ empregado pela desalogenagao biotica por
alguns tipos de bactérias. Neste caso, o H> funciona como um doador de elétrons que auxilia no
metabolismo dos microrganismos (LOFFLER; EDWARDS, 20006).

Por se tratar de uma nova solugdo ambiental, realizou-se uma pesquisa bibliométrica
através da plataforma Scopus (2018) a fim de investigar o estado atual da arte sobre o tema.
Para o termo nanobiorremediagdo (nanobioremediation) encontrou-se somente 5 artigos, sendo
1 publicado em 2016 e 4 em 2017. Ja para o termo nanobiorremediagdo de organoclorados
(organochlorine nanobioremediation) nenhum resultado foi apresentado.

Neste sentido, este trabalho tem como objetivo geral investigar o processo de
nanobiorremediacao em solo residual de basalto contaminado com pentaclorofenol.

Os objetivos especificos foram:

a) Definir o teor limite de toxicidade de PCF para os microrganismos do solo;

b) Definir o teor limite de toxicidade de nFeZ para os microrganismos do solo;

C) Definir método para recuperacao do PCF do solo;

d) Definir o teor necessario de nFeZ para degradacdo da concentracdo inicial do PCF no
solo;

e) Avaliar a degradacao do contaminante pelo nFeZ;

f) Avaliar a biorremediacao do teor residual de PCF no solo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AREAS CONTAMINADAS

A qualidade do solo pode ser relacionada diretamente com a saide humana
principalmente em funcdo da contaminacdo da agua e alimentos. Desta forma, muitos
pesquisadores t€ém mostrado relagdes entre o estado do solo e a saude humana (BREVIK;
SAUER, 2015).

De acordo com a USEPA (2004), aproximadamente 350 mil areas contaminadas
existentes nos Estados Unidos levariam mais de 30 anos para serem descontaminadas, sendo
necessario para isto, um investimento de 8,3 bilhdes de dolares/ano. Ja na Europa, foram
identificadas mais de 342 mil areas contaminadas e sua descontaminagao custaria em torno de
6 bilhdes de Euros/ano (PANAGOS et al., 2013). Nao se sabe o numero exato de areas
contaminadas existentes no Brasil, mas de acordo com a CETESB (Companhia Ambiental do
Estado de Sao Paulo, 2013), somente no estado de Sao Paulo existiam 4771 areas contaminadas,
na sua maioria por postos de combustiveis.

A necessidade de recuperacao destas areas ndo é questionavel, visto que a contaminacao
pode ocorrer diretamente através da absor¢do dérmica e inalagdo de particulas do solo, ou
indiretamente através do consumo de culturas e legumes da area contaminada e produtos de
origem animal, ou através da agua (KABENGI; CHRYSOCHOOU, 2015).

Assim, o governo através de ferramentas legais tem estabelecido a¢des para reverter a
atual situa¢d@o. Em 2010 entrou em vigor a CONAMA 420 de 28 de dezembro de 2009, que da
diretrizes para o gerenciamento ambiental de areas contaminadas através do estabelecimento
de valores aceitaveis para determinadas substancias quimicas no solo. Esta resolucao representa
uma importante aliada na busca pelo uso sustentavel e protecao da funcionalidade do solo.

De acordo com Van-Liedekerke et al. (2014), o solo é contaminado predominantemente
por 6leos minerais e metais pesados, originados em atividades comerciais e industriais além de
tratamento e disposi¢ao de residuos urbanos e industriais.

Os hidrocarbonetos, em fun¢do da grande utilizagdo, tém aumentadas as chances de
vazamentos e derramamentos durante transporte e armazenagem (HASAN; GHANNAM;
ESMAIL, 2010).

Segundo Dalgren et al. (2009), muitas areas contaminadas com pesticidas
organoclorados foram identificadas em paises industrializados. Na Europa, uma estimativa

aponta que das areas identificadas, 2,4% sdo contaminadas com organoclorados (EEA, 2007),
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um conjunto de poluentes organicos persistentes toxicos que foram utilizados amplamente
como pesticidas e possuem alta persisténcia e dificil degradagdo, acumulando-se por muito
tempo no ambiente (GAO et al., 2008). De acordo com Sun et al. (2013), a maioria destes locais
representa uma ameaga aos moradores e ao meio ambiente, necessitando de técnicas de
remediag¢ao adequadas e eficazes.

Sabe-se que muitas areas contaminadas tém o potencial para a reconstrugcdo e
reestabelecimento de condi¢des apropriadas para a sua reutilizagdo produtiva, o que pode trazer
muitos beneficios sociais, econdmicos e financeiros (CORNWALL COUNCIL, 2010). No
entanto, a presenca de contaminantes que representam riscos significativos para a saude humana
e para o meio ambiente sao condicionantes a sua reutilizagdo, e por isso a avaliagdo e gestao de
risco desempenham papel crucial neste processo (WCISLO et al., 2016).

Para Schédler et al. (2011) o incentivo a remediacdo de solo estd no planejamento e
comunicac¢do dos possiveis usos da area as partes interessadas. Neste sentido, a recuperagdo de
areas contaminadas ¢ atraente porque reduz os riscos para a saide humana e os impactos

causados ao meio ambiente, ocasionando uma série de beneficios sociais € econOmicos

(ALBERINI et al., 2006).

2.2 ORGANOCLORADOS: HISTORICO E PROPRIEDADES

As propriedades inseticidas dos organoclorados, preliminarmente sintetizados por
Zeidler em 1874, foram descobertas em 1940 por Paul Mueller na Suica (FARIA, 2009), e
tiveram seu uso expandido auxiliando na prevencao e eliminacdo de pragas. Na Italia, durante
a Segunda Guerra Mundial o diclorodifeniltricloroetano (DDT) chegou a ser pulverizado na
pele da populagdo a fim de prevenir epidemias como o tifo e em outros casos a maldria e febre
amarela, pragas até entdo dificilmente controlaveis (KONRADSEN et al., 2004). Pela primeira
vez na histéria, uma epidemia de tifo nao foi s6 contida, mas quase imediatamente dizimada,
utilizando-se DDT (CASIDA; QUISTAD, 1998).

A eficiéncia constatada fez com que seu uso se expandisse para a agricultura,
propiciando colheitas com alto rendimento econdmico (BENN; McAULIFFE, 1981;
MARICONI, 1985).

Outros tipos de organoclorados foram criados para que se pudesse controlar pragas e
epidemias, mas logo suas desvantagens comecaram a aparecer pois a redugao na eficacia exigiu
dosagens cada vez maiores necessitando de produgdao em grande escala de inseticidas mais

eficientes e biodegradaveis (TURK, 1989).
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Mesmo propiciando um aumento na produtividade, os organoclorados quando no solo
ndo matavam somente os organismos alvo, mas também insetos neutros ou até mesmo benéficos
ao homem (KADIR; BARLOW, 2000). Além disso, o poder residual, considerado até entdo
como algo positivo, passou a ser revisto em funcdo da persisténcia ambiental e estabilidade
quimica, sendo detectados nos mais variados substratos e tendo provocado a inquietagdao dos
estudiosos do assunto e da populagdo em geral.

Em 1962, Rachel Carson, uma bidloga norte-Americana lancou um livro intitulado de
“Silent Spring” (Primavera Silenciosa), que denunciava a toxicidade de inseticidas,
principalmente o organoclorado DDT. Ainda na segunda metade da década de 60, os estudos
sobre pesticidas organoclorados se intensificaram, resultando na restri¢do ou proibi¢ao do seu
uso (MATUO et al., 1990). Assim, no inicio da década de 70 a Agéncia de Protegdo Ambiental
norte-americana cancelou todos seus usos. Os outros paises desenvolvidos seguiram o exemplo
rapidamente (CASIDA; QUISTAD, 1998).

Na Convengao de Estocolmo em 2001, um tratado foi assinado por 151 paises, incluindo
o Brasil, a fim de parar a fabricagdo e utilizagdo de 12 substancias toxicas, inseticidas como
aldrin, dieldrin, endrin, clordano, DDT, heptacloro, toxafeno e mirex, dois quimicos de
aplicagdo industrial como hexaclorobenzeno, bifenilas policloradas (PCB’s) e dois residuos
dioxinas e furanos (ALMEIDA et al. 2007).

No Brasil, os organoclorados foram proibidos para o uso agricola, sendo somente
autorizado por o6rgaos publicos responsaveis pelas Campanhas de Satde (Portaria n.® 329 de
2/9/85 do Ministério da Agricultura) (LIMA; RACCA FILHO, 1987). O mais clorado dos
clorofenois, o pentaclorofenol, também deixou de ser produzido no Brasil na década de 70 e
apds uma série de restricdes, teve sua utilizacdo oficial permitida apenas ao processo de
preservacao da madeira. De acordo com o IPEF — Instituto de Pesquisas e Estudos Florestais, o
pouco produto disponivel no Brasil ¢ importado e tem um elevado custo. Ainda declara que
por se tratar de um produto agressivo ao ser humano tem seu uso desestimulado pela legislagao,

Os produtos precursores sdo solventes organoclorados obtidos pela hidrocloracdo e
cloracdo de compostos organicos, apresentando seis produtos principais: cloreto de metileno,
tricloroeteno (TCE), cloroférmio, tetracloreto de carbono, cloreto de metila e tetracloroeteno
(PCE) (ARMAS, 2007).

Os solventes clorados mais comuns estdo na forma de metanos clorados, etanos e etenos.
A maioria ¢ soltivel em agua, apresentam pressao de vapor variavel e mais densos que a agua,

tendendo a afundar e ficar depositados no fundo dos aquiferos (EPA, 1998).
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Os organoclorados podem ser classificados em fung¢do do seu peso molecular. Os
compostos de baixo peso molecular sao aqueles volateis com baixa capacidade de acumulo na
biota, sendo assim um potencial contaminante da atmosfera. J4 os organoclorados de alto peso
molecular constituem-se de pesticidas e bifenilas policloradas, que provocam impacto no
sistema aquatico, solo e sedimentos em funcao da sua capacidade de acumular-se (ZHANG et
al., 2012).

Devido a persisténcia ambiental, toxicidade e capacidade de bioacumular-se, tais
compostos sdo ainda classificados como poluentes organicos persistentes (POPs) (PNUMA
2002). A emissao destes contaminantes pode ocorrer durante o processo de producao, logistica
de transporte e uso, e seu destino ambiental dependerd das propriedades fisico-quimicas do
organoclorado e do ambiente ao qual foi exposto.

Segundo Del Grande (2005), sdo relativamente inertes quando comparados a outras
classes de pesticidas, pois apresentam alta estabilidade devido as ligagdes carbono-cloro.
Mesmo assim, os compostos organoclorados podem sofrer processos de desidrocloracio,
oxidagdo, descloragdo, rearranjo, hidrolise e reacdes fotoquimicas, evidenciando processos de
bioacumulac¢ao nos tecidos adiposos dos organismos vivos.

Santos (2007) define a adsor¢do de compostos organoclorados na matéria organica
(MO) como o maior processo fisico-quimico ndo destrutivo que pode influenciar na
concentragdo apods sua introdu¢do no meio ambiente. Sua baixa solubilidade em agua e o alto
coeficiente de parti¢ao octanol-agua indicam alta afinidade pela MO (SANTOS, 2001), o que
torna a determinacao do teor organico dos sedimentos uma importante ferramenta para avaliar
a distribui¢ao dessas substancias no ambiente.

De acordo com Silva et al. (2016), o Brasil ¢ o maior consumidor de agrotdxicos do
mundo seguido pelos Estados Unidos, colaborando com a expansao do mercado de pesticidas
que em 2010 cresceu aproximadamente 190%. A toxicidade dos inseticidas associados a ampla
utilizagdo, tornam a rotina de trabalho na area agricola uma das mais perigosas em fun¢do do
risco de intoxicagdes agudas, doengas cronicas, problemas reprodutivos, danos ambientais,
entre outros (PIGNATI; MACHADO, 2011).

Estudos sobre o impacto da utilizagdo de pesticidas na saide humana ainda sdo
insuficientes para quantificar a extensao dos danos causados pela exposicao a essas substancias
toxicas. Um levantamento das areas com maior indice de contaminagao por poluentes organicos
persistentes (POP’s) ainda ¢ um desafio no Brasil em funcdo da falta de dados que compromete

a avaliacdo da extensdo do problema e o monitoramento da sua evolucao temporal.
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2.3  PENTACLOROFENOL

O pentaclorofenol (PCF, CsClsOH), cuja formula estrutural esta apresentada na Figura
1, ¢ um composto orgéanico clorado de carater 4cido, constituido por cinco dtomos de cloro
substituidos, pertencente ao grupo dos hidrocarbonetos halogenados (MACHADO et al., 2005).
As propriedades fisicas e quimicas do PCF estdo apresentadas na Tabela 1.

A estabilidade do anel aromatico e o alto conteudo de cloro dessa molécula a torna de
dificil degradacdo (MONTIEL et al., 2004). De acordo com Kim e Carraway (2003), a
toxicidade aumenta com o nimero de moléculas de cloro substituidos no anel, o que torna o
PCF um composto de grande importancia do ponto de vista ambiental, podendo ser ainda
encontrado em varios locais do mundo que ja fizeram sua utilizacdo (HE et al., 2006; LAN et
al., 2011).

Figura 1- Estrutura quimica do PCF.

OH
Cl Cl

Cl Cl
Cl

Tabela 1- Propriedades do PCF.

Peso molecular 266,35 g/mol
Ponto de fusao 190 °C
Ponto de ebulicao 309-310 °C
Densidade 1,978 g/mg a 22°C
Solubilidade em agua 14 mg/L a 20°C
Solubilidade em solventes Muito solavel em alcool, éter, soltvel
organicos em benzeno, levemente em éter de
petroleo frio
LOg Kow 5,01
Log Koc 4.5
Pressdo de Vapor a 25 °C 0,0001 TmmHg
Constante de Henry a 25°C 3,4x10° atm-m>3/mol

Fonte: U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES. Public Health Service Agency for
Toxic Substances and Disease Registry (2001)

Estudos toxicoldgicos agudos relativos ao PCF e seus sais indicam que sua Dose letal

para mais de 50% da populacao (DL50) varia entre 27-205 mg/kg, inalatoéria Concentragao letal



21

(CL50): 294 mg/m® de ar, dérmica: 80-350 mg/kg, € irritante para a pele, olhos e mucosa (IPCS,
1987).

A Resolugao 420 de 2009 do CONAMA — Conselho Nacional do Meio Ambiente, que
dispde sobre critérios e valores orientadores de qualidade do solo quanto a presenca de
substancias quimicas, estabelece um valor limite de 0,35, 1,3 e 3 mg/kg de solo para area
agricola, residencial e industrial respectivamente. O limite de PCF para agua subterranea ¢ 9
pg/L, definida pela Portaria n° 518/2004 do Ministério da satde.

A Agencia de registros para substancias toxicas e doencas (ATSDR, 2001), apds
reavaliacdo toxicologica caracterizou o PCF como interferente endocrino, o que torna
necessario a recuperagao de areas contaminadas e a restri¢ao total do seu uso.

Subramanian et al. (2010) classificaram a hidrofobicidade do PCF como alta
(logKow=5), tendendo a permanecer no solo ou sedimento. Desta forma, o solo ¢ considerado
um dos seus principais destinos no meio ambiente e uma potencial fonte de remissao

(DIAGBOYA etal., 2016).

2.4 CONTAMINACAO DE SOLO COM PCF

Contaminag¢des de solos com PCF sio comumente encontradas em estacdes de
tratamento de madeira. Segundo Park e Bielefeldt (2005), mais de 700 areas foram
contaminadas com PCF no Estados Unidos em funcdo desta atividade. Ainda, Weber et al.
(2008) sugere que contaminagdes com PCF podem ser encontradas na Suécia, Finlandia, (Rio
Kymijoki), Republica Tcheca (Industria Quimica Spolana), Alemanha (Cidade de Bitterfeld) e
no Brasil (Sao Paulo).

A CETESB considera os solos da Baixada Santista no estado de Sao Paulo, uma das
regides mais industrializadas do pais, contaminadas com diversos residuos industriais, contendo
altas concentragdes de hexaclorobenzeno (HCB), além da mistura de organoclorados como o
PCF, tri-clorobenzeno e hexaclorobutadieno, que foram resultantes de processos industriais na
década de 70 (MATHEUS 2003; MACHADO et al., 2005).

Um dos primeiros casos de contaminagdo com PCF a ter repercussao no Brasil
aconteceu no Estado de Sao Paulo e tornou-se publico em 1980, com a descoberta de diversos
depositos clandestinos de residuos organoclorados nos municipios de Cubatdo e Sdo Vicente.

Os residuos tiveram origem na fabricagdo de agrotoxicos pela empresa Clorogil, que foi
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comprada pela entdo estatal francesa Rhodia S.A. em 1976. As atividades da empresa tiveram
inicio no ano de 1965, na cidade de Cubatiao, Sao Paulo, e sua principal finalidade era a
producdo de pesticidas organoclorados, mais precisamente PCF e pentaclorofenato de sodio,
ambos popularmente conhecidos como “p6 da China” (SILVA, 2007).

As primeiras vitimas da empresa Rhodia foram seus proprios funcionarios da unidade
de producao em Cubatdo, os quais realizaram as primeiras denuncias sobre problemas de saude
em 1978, sem muita repercussao junto a opinido publica (SILVA, 2007).

Com a ocupagdo dos locais contaminados a empresa interrompeu o processo de descarte
dos residuos fora de sua area fabril e passou a confind-los precariamente dentro dos limites
fisicos de suas instalagcdes. Como consequéncia, o Ministério Publico paulista entrou em acao
e, através de procedimentos investigatorios, constatou contamina¢do do solo, das aguas
superficiais e subterraneas na regido onde houve os descartes.

Assim, a Curadoria do Meio Ambiente de Sao Vicente obrigou a Rhodia a isolar as areas
onde ocorreram os descartes e remover o solo contaminado para uma “estacdo de espera”
localizada as margens da rodovia Pedro Taques. Também foi iniciada a constru¢do de um
incinerador no interior da fabrica que foi substituido por um processo de contengao e filtragem
do lengol freatico poluido. Tais medidas foram aprovadas pela CETESB, mas por limitagcdes na
fiscalizacdo passou a fazer auditorias ocasionais (GOMES, 2004). Por outro lado, em outras
localidades, como Itanhaém, foi realizada apenas a operagdo de remogao superficial do solo
contaminado, sua substituicdo por solo limpo, reflorestamento e isolamento precario na
superficie.

Em janeiro de 2002, a Rhodia anunciou oficialmente sua saida definitiva da regido da
Baixada Santista, sem, no entanto, oferecer maiores garantias quanto ao cumprimento das

obrigacdes impostas devido ao seu enorme passivo ambiental (SILVA, 2007).

2.5 REACOES PCF NO SOLO

O uso intensivo de PCF difundiu sua presenca no solo devido a sua estabilidade
molecular e propriedades de sor¢io (MANNISTO; TIIROLA; PUHAKKA, 2001). Segundo
Dams et al. (2006), quando no solo, o destino do PCF depende das condi¢cdes ambientais e das
interacdes com os componentes do solo e seus compostos organicos. Portanto, a
heterogeneidade do solo influencia diretamente o destino e transporte desta substancia no solo.

Mesmo as condi¢des quimicas do solo e do ambiente tendo papel definitivo no

comportamento de compostos organicos, a dificil degradacao quimica, fotolitica e bioldgica de



23

xenobioticos como o PCF (STOCKHOLM DECLARATION, 2001) propiciam sua adsor¢ao
nas particulas do solo pela afinidade com a MO (BRAS, 2005), tornando este o seu principal
destino no solo.

Diagboya et al. (2016) explicam que o conhecimento da sor¢@o de pesticidas no solo ¢
fundamental, pois a influéncia de fatores externos e das propriedades do solo dificultam a
utilizacdo de um modelo de sor¢do generalizada para previsao do destino do PCF no solo.
Mesmo a sor¢do sendo a principal reagdo, o PCF ainda pode ser fotolizado pela luz solar,
metabolizado por microrganismos e plantas (U.S. Department of Health and Human Services),
ou deixar as camadas superficiais do solo através da evaporacdo, além de lixiviar para aguas
subterraneas (OLOLADE et al., 2016).

Alguns autores estudaram o processo de adsor¢do de PCF no solo. De acordo com o
Departamento de Saude e Servicos Humanos dos Estados Unidos (1992), tal processo ocorre
mais facilmente em condigdes acidas. Diagboya et al. (2016) concluiram que os minerais do
solo (6xidos de ferro, 6xidos de manganés e argila) e a MO desempenham variadas fun¢des no
processo de retencdo e mobilidade do PCF.

Outros estudos concluiram que a MO ¢ o adsorvente predominante (KODESOVA et al.,
2011, ORECCHIO; MANNINO, 2010, SUN et al., 2010). No entanto, mesmo na presenga de
teores mais elevados de MO, os minerais de argila tém importante papel na sor¢ao de pesticidas
(IGLESIAS et al., 2010), porém, ainda ha pouca informagao sobre o assunto.

Diagboya et al. (2016) concluiram que a sor¢ao de PCF no solo depende da temperatura
e pH. Quanto maiores estes fatores, menor serd a sor¢ao. Ainda, os 6xidos de ferro do solo
desempenharam papel mais importante que a MO na retencao de PCF.

Do ponto de vista ambiental, os processos de imobilizacdo sdo de grande importancia
pois diminuem a biodisponibilidade e consequentemente seus efeitos toxicos.

Durante os ensaios de adsor¢ao em teste de bancada, Alves (1998) observou que a areia
de duna, oriunda da praia da Joaquina (SC), apresenta uma fraca tendéncia de adsor¢ao do PCF.
Isto se deve ao fato da areia possuir apenas tragos de matéria organica e nenhum outro
constituinte com propriedades adsortivas importantes. Ainda, constatou que a retengdo do PCF
pela areia se mostrou praticamente inexistente quando comparada a de um solo argiloso.

Dams et al. (2006) estudaram a degradagdo em solo arenoso e argiloso na presenca e
auséncia de plantas e constataram que no solo arenoso ndo houve degradagao significativa, de
modo que mais de 75% do PCF estava adsorvido ao solo e consequentemente nao-disponivel
aos organismos degradadores. Segundo os autores, isso ocorreu em fun¢do do elevado teor de

argila e silte existentes no solo arenoso em estudo. Dercova et al. (2007) determinaram a
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influéncia de um complexo organomineral de acido himico e zeolite na degradacao de PCF. A
propriedade de sor¢ao do complexo depende da concentragao de acido humico e do PCF, e tem
como objetivo diminuir a biodisponibilidade do xenobidtico no solo. Foram simuladas chuvas
acidas para a liberagdo gradual do PCF e foi constatada a biodegradagao pelos microrganismos
nativos.

Desta forma, a adsor¢do ¢ responsavel pela diminui¢do da concentragdo para niveis
menos toxicos, permitindo que a degradag¢@o microbiana ocorra (DERCOVA, 2007).

No entanto, as informacdes atuais sdo insuficientes para fornecer uma compreensao da
funcdo e mecanismos dos componentes do solo na sor¢ao de pesticidas, bem como fatores
ambientais, como pH e temperatura, tempo de contato com as particulas do solo, capacidade de
troca cationica (CTC), que podem ser definitivos no processo de sor¢do. Desta forma, novos
estudos com determinados tipos de solo devem ser desenvolvidos objetivando entender as
reacdes que ocorrem entre o PCF e o solo, para que a melhor técnica de remediagdo possa ser

definida.

2.5.1 Analise do PCF do solo

A pesquisa de novas técnicas de preparacdo de amostras para quimica analitica tendem
a desenvolver processos que produzam amostras mais representativas em menor tempo € com
menor uso de solventes. A fim de avaliar a degradacdo do contaminante no solo, torna-se
necessario estabelecer um processo que o retire do solo e o transfira para a fracdo liquida, a fim
de ser analisada através da deteccao dos compostos presentes nela.

Este processo pode ser chamado de recuperacdo ou recuperagdo do PCF, e precisa
assegurar que todo o contaminante presente no solo seja transferido para uma fase liquida, para
analise por espectrofotometria ou cromatografia.

O Quadro 1 apresenta um levantamento de literatura de diferentes métodos de
recuperagdo e quantificagdo de PCF do solo. O primeiro método encontrado na literatura
utilizando a espectrometria como forma analitica ocorreu em 1998 e foi desenvolvido por
Alvez. Nos demais relatos, a deteccdo das moléculas do PCF foi realizada por cromatografia
liquida ou gasosa. Quanto ao método de extracdo, observa-se uma grande variagao em relagao
a massa de solo, volume e tipo do solvente, bem como o(s) equipamento(s) utilizado(s). Desta
forma, entende-se que ndo existe um método especifico para este processo, provavelmente em

funcdo do tipo de solo atuar como um interferente.
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2.6 REMEDIACAO DE SOLO

2.6.1 Nanorremediagao

As aplicagdes de nanoferro metélico de valéncia zero (nFeZ) para a remediacao de solo
tém sido bem aceitas pelas agéncias reguladoras por apresentarem baixo custo e elevada
eficiéncia (EPA, 2008; YAN, 2013), fomentando pesquisas e investigacdes acerca deste
material.

Em funcdo da sua pequena escala (geralmente inferior a 100 nm), elevada area
superficial e consideravel potencial redutor, o nFeZ classifica-se como potencial agente redutor
de contaminantes, desde metais toxicos como cromo e arsénio até a desalogenacdo de
compostos organicos persistentes (THOME et al., 2015).

Wang e Zang (1997) e Zang et al. (1998) apresentaram os primeiros trabalhos usando
nanoparticulas metalicas para descontaminagdo de aguas subterraneas contaminadas com
organoclorados. Foi constatada uma rapida e completa degradagdo através da doacao de
elétrons dos elementos Fe e Zn e ndo foi observada a formacao de subprodutos. Muitos estudos
recentes classificam o nanoferro de valéncia zero um eficiente redutor de compostos organicos
(WEBBER et al., 2008).

As tecnologias de remediacdo com as nanoparticulas (NPs) podem ser divididas de
acordo com as reagdes quimicas que ocorrem. Na reacao de reducdo, as NPs doam elétrons para
os contaminantes, transformando—os em formas menos toxicas € menos moveis. Ja nas
tecnologias de estabilizagdo e sorcao, as NPs funcionam como um agente sorbente,
coprecipitante ou imobilizante do contaminante (CUNDY et al., 2008).

Basicamente, o0 mecanismo de remediacdo do nFez consiste na transferéncia direta de
elétrons para o contaminante (FU; DIONYSIOU; LIU, 2014) e a forma de inje¢do no solo das
(NPs) varia de acordo com a permeabilidade do solo. A suspensdo de nFeZ ¢ preparada através
da mistura das nanoparticulas em pd com agua. E necessario algum processo de ativagdo, cuja
finalidade ¢ a separacdo dos grumos de nanoparticulas, resultantes do atrito e das forgas
superficiais existentes.

A solugao de nanoferro ¢ preparada de acordo com as necessidades da area contaminada,
sendo que a concentragdo da suspensdo deve respeitar os limites da condutividade hidraulica
do solo. Em solos mais permedveis escava-se pocos no local, ou crava-se hastes no terreno para

injetar a solugdo, com a pressao da coluna de liquido no sistema, ja para materiais com baixa
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permeabilidade utiliza-se a inje¢ao sob pressao, podendo ou nao gerar o fraturamento do solo
(CHRISTIANSEN et al., 2010). Para solos de baixa permeabilidade geralmente sdo adotadas
pressoes elevadas a fim de ocorrer o fraturamento do meio, facilitando a percolacao.

Durante a remediagao utilizando nanoparticulas de ferro in situ, muitos fatores podem
influenciar. As caracteristicas da propria particula e as condigdes do meio em que serdo
aplicadas propiciam reagdes antes que cheguem até o contaminante isto porque, em alguns
casos, as contaminagdes estdo em elevada profundidade, necessitando que as nanoparticulas
mantenham suas caracteristicas e sua reatividade para poder realizar a remediagdo. Sabe-se que
até mesmo o contato com o oxigénio provoca reagdes, diminuindo a capacidade das nFeZ.

As particulas de nFeZ possuem elevada reatividade, isto ¢, capacidade de reagir com o
ambiente circundante desde a sua sintese, acarretando na formacdo de uma fina camada de
oxido de ferro com o passar do tempo, como demonstrado na Figura 2. Portanto, toda particula
de nFeZ ¢ formada por um nucleo de Fe envolta por uma crosta de 6xido de espessura de
aproximadamente de 2 a 3nm (MARTIN et al., 2008).

Segundo Baer et al. (2010), quando aplicado, a camada de 6xido aumentara de espessura
com o tempo, reduzindo a reatividade. No entanto, mesmo que em menor quantidade, ainda

ocorrera a transferéncia de elétrons do nucleo através de fissuras da camada oxidada.

Figura 2 - Perda de reatividade do nFeZ com o passar do tempo.

Reatividade das nanoparticulas

Tempo de reagio

BOxido de Ferro MnFez * Elétrons
Fonte: Cecchin et al., 2016

Desta forma, somente a elevada reatividade das nanoparticulas ndao ¢ suficiente para
degradar e transformar compostos toxicos no solo, pois as inimeras reagdes que ocorrem entre
as nanoparticulas e o solo incitadas pela alta reatividade, dificultam sua mobilidade em fungao

do efeito de filtragao mecanica gerado pelo acimulo das particulas nos vazios do solo (SALEH



30

et al., 2007). Além disso, quando agregadas as particulas acabam perdendo suas propriedades
atribuidas ao seu tamanho (NURMI et. al., 2005).

Para viabilizar a aplicagdo, ¢ preciso garantir que as particulas de nanoferro consigam
se deslocar a grandes distancias, diminuindo assim o numero de pocos de inje¢do e
consequentemente seu custo (THOME et al., 2015).

As modificagdes no nFeZ com o intuito de retardar as reagdes e favorecer o transporte
em meio poroso tornam-se essenciais para a eficaz aplicagdo no tratamento de solo e dguas
subterraneas. O uso de polimeros orgénicos inertes ou estabilizantes, como a carboximetil
celulose (CMC), goma guar, lactato, entre outros, no revestimento das NPs tem se mostrado um
eficiente método para as limitagdes citadas (WEI et al., 2010; REDDY, 2010). Os principios de
funcionamento destes polimeros sdo semelhantes, e baseiam-se na cobertura superficial das
particulas, criando uma camada eletronicamente negativa que promove repulsdo entre as
particulas e com o solo, reduzindo assim o processo de aglomeragdo e aumentando sua
migracao no solo (HE; ZHAO, 2005, REDDY, 2010).

Reddy et al. (2014), num estudo para avaliar os efeitos da granulometria do solo no
transporte de suspensdes de nFeZ estabilizadas e ndo estabilizadas, concluiram que,
independentemente do tamanho das particulas do solo, o uso de estabilizantes promove um
melhor transporte das nanoparticulas através dos vazios do solo.

Embora a eficacia da aplicacdo de nFeZ tenha sido comprovada, seus efeitos para a
microbiota local ainda nao sdo totalmente conhecidos. Isso dificulta a tomada de decisao por
agéncias que regulam sua aplicagdo para remediagao de solo, de modo que sua aplicabilidade
depende das politicas vigentes em cada pais (CECCHIN et al., 2016).

Mesmo com a capacidade de se adaptar a condigdes extremas, os microrganismos do
solo desempenham um papel crucial na degradagdo de compostos organicos e metais toxicos
(BOKARE et al., 2012), e por isso o entendimento dos processos microbianos na presenca de
nanomateriais precisa ser entendido para a aplicabilidade desta técnica de remediagao.

As vias de exposicdo, organismos expostos, dose e potencial de bioacumulagdo sdo
considerados parametros relevantes para avaliacdo da exposicao de nFeZ. Toda a microbiota,
incluindo a subsuperficial como bactérias, protozoarios, fungos, algas, podem ser expostas,
desde a regido de injecdo até pontos mais distantes, considerando os inimeros mecanismos de
mobilidade implementados nas nanoparticulas visando atingir contaminagdes mais profundas.

De acordo com Cecchin et al. (2016), o efeito toxico do nanoferro se relaciona com

fatores como geoquimica local, mineralogia, microbiota, substratos, entre outras condi¢des. Por
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exemplo, estudos mostraram que a degrada¢do do nanoferro pode funcionar como
bioestimulante para alguns tipos de bactérias que utilizam nFeZ como doador de elétrons (LIU;
LOWRY, 2006). J& Lefreve et al. (2016) sugerem que a o contato direto das nanoparticulas
com a célula pode romper a parede celular e danificd-la, como apresentado na Figura 3.
Segundo Lee et al. (2008), o poder de reducao do nFeZ pode desnaturar lipopolissacarideos,
assim como as proteinas de transporte i06nico, prejudicando assim a permeabilidade da
membrana e facilitando a entrada de Fe** na célula. Uma vez dentro da célula, o Fe? pode reagir
com o perdxido de hidrogénio produzido pelas mitocondrias, formando espécies reativas de
oxigénio, promovendo estresse oxidativo e morte celular.

O revestimento das nanoparticulas com polimeros organicos pode ser oportuno a
microbiota do solo. Alguns estudos mostraram que o revestimento pode funcionar como um
bioestimulante para os microrganismos nativos do solo, favorecendo tratamentos bioldgicos
subsequentes, como atenuag¢do natural ou biorremediagao.

Neste caso, a nanorremediagdo de compostos téxicos, presentes em elevadas
concentragdes no solo, pode ser favoravel a posterior metabolizagdo dos microrganismos, uma
vez que reduzira as concentragdes iniciais a niveis convenientes a aplicacao de biorremediagdo
no local.

Figura 3 - Mecanismo de Toxicidade do nanoferro.
da membrana a

Mecanismo de

defesa (processos
Fe?*+H,0, = OH'+Fe*"+ OH ‘ RESPOSTA enzlméucos.(gzmo;dd:nte.

Danificacio do esporulagdo, ...)

Fe?*

DNA

Inativacao ou morte

2.6.2 Biorremediacao de clorofendis

A Biorremediagdo ¢ uma técnica que utiliza microrganismos para controlar e destruir
poluentes a uma concentragio a niveis aceitiveis. E uma alternativa tecnologica atrativa, nao
apenas pelo baixo custo, mas também pela possibilidade de se obter a completa degradacgao de
contaminantes. Por se tratar de processos bioldgicos, a biorremediacdo constitui uma tecnologia

eficiente do ponto de vista ambiental (BALLAMINUT, 2007).
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Chen et al. (2015) consideram a biorremediacao de solos contaminados com pesticidas
e clorofendis de grande interesse. O processo de compostagem com palha, por exemplo, foi
capaz de reduzir mais de 90% de clorofenol do solo (LAINE; JORGENSEN, 1997).

A capacidade dos microrganismos de utilizar pesticidas como fonte de nutrientes pode
os transformar através de reagdes catalisadas por suas enzimas resultando em modificagdes na
estrutura quimica e potencial toxico destes compostos (GAVRILESCU, 2005). Os
microrganismos sdo adaptaveis a condi¢des adversas e mesmo em ambientes desfavoraveis,
podem se desenvolver (KUMAR et al., 2011), tornando-se potenciais biodegradadores e
auxiliando na redugdo dos efeitos adversos causados pelos contaminantes ao meio ambiente
(CEA etal., 2010).

Vryzas et al. (2012) consideram a degradacdo bioldgica através da atividade de
microrganismos o principal processo que conduz a dissipagdo de pesticidas no solo.

A retirada dos cloros das moléculas, que diminui a toxicidade destes compostos, pode
ser feita através da descloragdo redutiva, que se da pela transferéncia de elétrons induzida pela
respiracdo anaerobia, no qual os poluentes organicos clorados servem como aceptores de
elétrons (PAYNE et al., 2011).

Os trés modelos de metabolismo mais relevantes na desalogenag¢ao de organoclorados
foram introduzidos por El Fantroussi, Naveau e Agathos (1998 apud BRUCHA 2007). Sao eles:

a) Via metabolismo central: o composto ¢ a Unica fonte de carbono e energia para
a célula e ¢ usual quando os substratos sdo hidrocarbonetos simples (C1 e C2)
clorados;

b) Via co-metabolismo: se refere a um conjunto de reagcdes que resultam na
modificagdo acidental do organoclorado por enzimas e cofatores que
normalmente catalisam outras reagdes do metabolismo microbiano; nesse caso,
a transformacdo nao € energeticamente util para a célula e, portanto, outros
doadores de elétrons e/ou aceptores de elétrons exercerdo essa funcdo. Por essa
via, o composto ¢ transformado ainda que o organismo seja incapaz de o utilizar
em seus mecanismos energeticos;

¢) Via halorespiragdo: processo pelo qual compostos halogenados sdo utilizados
como aceptores de elétrons em reacdes exergonicas de desalogenagdo, com a
consequente conservacao de energia para o crescimento celular; ao contrario do

que acontece no co-metabolismo, a desalogenacdo nesses organismos ¢
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catalisada por enzimas com grande afinidade pelo substrato e elevada
especificidade.

Segundo Larsen et al., (1991), os metabolitos mais comuns formados durante a
desalogenagao do PCF sdo 2,3,4,5-TeCP, o0 3,4,5-TCP, o 3,5-DCP e o 3-CP.

Chen et al. (2012) e Li et al. (2013), constataram que a cinética de transformacao de
PCF era geralmente sigmoidal, consistindo de um atraso inicial seguido por uma transformacgao
relativamente rapida e entdo a fase estaciondria. Os estudos de Mahmood et al. (2005) indicaram
que as mudancgas na comunidade resultaram no crescimento ou morte bacteriana, sendo que os
microrganismos nativos desempenharam papel importante na descloragdo dos organoclorados.

Estudos demonstram que componentes da matéria organica do solo sdo favoraveis a
descloracdo de PCF pois funcionam como mediadores de elétrons para reagdes de redugdo
microbiana e esta fun¢do tem sido estudada extensivamente (ZHANG et al., 2015).

As substancias humicas estdo presentes no solo através da matéria organica natural e
contém substancias organicas heterogéneas em diferentes fases de decomposi¢ao como plantas,
animais e biomassa (SEMENOYV et al., 2013). A fracdo das substiancias humicas que sao
insoltiveis em agua a qualquer pH, € capaz de doar elétrons para as reagdes responsaveis pela
descloragao redutiva microbiana de PCF (ZHANG e KATAYAMA, 2012).

Bosso ¢ Cristinzio (2014) consideram a Desulfitobacterium sp uma das bactérias do solo
mais conhecidas para transformag¢do de PCF em 3-clorofenol em condi¢des anaerdbias. No
entanto os microrganismos do solo que possuem capacidade de degradar PCF ainda sdao pouco
explorados.

Yoshida et al. (2007) avaliaram a transformacdo de PCF em fenol através de uma
comunidade bacteriana e concluiram que a principal espécie nesta comunidade era a
Clostridium, uma tipica bactéria presente em solos com altos teores de ferro. Ja Cea et al. (2010)
apontaram que bactérias do filo Proteobacterias foram dominantes durante a biodegradacao de
PCF. Desta forma, a relacdo entre bactérias redutoras de ferro (III) e a transformacao anaerdbia
de poluentes organicos tem chamado ateng¢ao.

Tong et al. (2014) descobriram que membros da familia Veillonellaceae e
Peptococcaceae, que contém muitas espécies redutoras de Fe (III) e géneros bacterianos
desalogenantes, respectivamente, foram os grupos predominantes na transformacao da PCF em
solo inundado. As bactérias redutoras de Fe (III), tais como Geobacter sp. E Shewanella sp.,

podem reduzir Fe (IIT) para Fe (II).
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Desta forma, as espécies Fe (II) geradas podem atuar indiretamente como redutores
importantes para a biodegradacao de pesticidas organoclorados no solo (BORCH et al., 2010),
ja as bactérias de desclorag@ao, como Dehalobacter sp e Desulfito bacterium sp., podem reduzir
pesticidas organoclorados diretamente (Li et al., 2013).

Segundo Chen et al. (2016), as bactérias redutivas de Fe (III) e as de descloracdo podem
funcionar indiretamente para a transformacao de PCF. Desta forma, comunidades microbianas
do solo e bactérias especificas com potenciais capacidades de descloragdo, e a reducdo de Fe
(III) desempenham papéis importantes na transformacao de PCF.

Chen et al. (2016) concluiram que em 10 dias o PCF foi completamente biotransformado
por uma comunidade bacteriana composta predominantemente por Veillonellaceae ¢
Clostridium. Além disso, as bactérias de descloragdo, incluindo Geobacter sp., Shewanella sp.
e Dehalobacter sp., também desempenharam papéis criticos na transformagdo de PCF. Os
autores também introduziram lactato ao meio, que funcionou como fonte de carbono nos
processos de degradacao do PCF.

Desta forma, a literatura aponta a biodegradacao como uma alternativa importante para
a remediagcao de areas contaminadas com organoclorados. Este processo pode ser acelerado
pela presenca de substancias himicas no solo que funcionam como mediadores de elétrons para
a descloragdo redutiva, mecanismo pelo qual os microrganismos promovem a transformagao
do cloro presente na molécula (ZHANG; KATAYAMA, 2012). As bactérias de descloragdo
podem agir diretamente neste processo, ja as bactérias redutoras de ferro ao formarem o ferro
(IT) propiciam redugao indireta do PCF, pois neste estado de oxidacao ele ¢ considerado um
potencial doador de elétrons. Esses fatores, associados a capacidade de adaptacdo dos
microrganismos tornam, esta técnica uma promissora maneira de recuperar solos contaminados

com PCF.

2.6.3 Técnicas sequenciais de remediacao: nanobiorremedia¢ao

Nos ultimos anos, uma nova abordagem em relagdo a processos de remediacdo foi
proposta por alguns pesquisadores, que envolve a aplicacdo sequencial ou concomitante de duas
ou mais técnicas. De acordo com Singh et al. (2013), esse tipo de tratamento geralmente envolve

processos quimicos e bioldgicos visando a remog¢ao completa dos contaminantes do solo.
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Um exemplo desta tecnologia ¢ a nanobiorremediagdo, que segundo Checchin et al.,
(2016) trata-se da utilizacdo de nanoparticulas de ferro de valéncia zero seguido da técnica de
biorremediagdo para degradar contaminantes presentes no solo.

A nanorremediagdo ¢ considerada um processo tecnologico e rapido, capaz de tratar
altas concentragdes de contaminantes presentes no solo, mas seu alto custo desfavorece o
processo. J& a biorremediacao tem baixo custo mas ocorre com taxas de velocidades menores.
Desta forma, tais propriedades se utilizadas em conjunto podem ser consideradas uma solucao
viavel para remediagao in situ.

A literatura ja descreve alguns casos que utilizaram a nanobiorremediacdo para tratar
solo contaminado. Bokare et al. (2010) relataram a transformacgao de Triclosan em compostos
ndo toxicos por uma integragdo sequencial de nanoferro com tratamento bioldgico. Kim et al.
(2012) empregaram com sucesso nFeZ e bactérias degradantes no tratamento de solo
contaminado com éter difenilico.

Leetal., (2015) observaram uma alta eficiéncia de desclora¢ao usando uma combinagao
de tratamento quimico e biologico, e consideraram a estratégia vantajosa pela reducao do
periodo de remediacao, se comparado com o processo bioldgico isoladamente.

Para compostos clorados, a primeira fase, o nFeZ através da descloragdo redutora, os
transforma em compostos intermedidrios e produtos finais ndo toxicos ou de baixa toxicidade
(KOENING et al, 2016), de modo que sejam mais facilmente metabolizadas pelos
microrganismos.

No entanto, a toxicidade dos contaminantes pode prejudicar a microbiota do solo,
resultando em processos lentos de degradacdo. Nestes casos, uma combinagdo de injecao de
nFeZ e estimula¢dao do metabolismo microbiano pode ser considerada uma solucao potencial.
Assim, o processo redutivo do nFeZ reduziria concentragdes mais altas e o estimulante

microbiano favoreceria as condi¢des para a degradagao via descloragdo redutiva.

3 METODOLOGIA

3.1 SOLO
O solo utilizado neste experimento ¢ classificado pedologicamente como Latossolo
Vermelho Distréfico Himico (STRECK et al., 2008) e foi coletado no horizonte B (1,2 metros

de profundidade) do Campo experimental de Geotecnia da Universidade de Passo Fundo.
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A caracterizagdo do solo foi realizada de acordo com as normas em vigor. Ja a
caracterizacdo fisico-quimica seguiu a metodologia proposta por Tedesco et al. (1992). A
Tabela 2 apresenta as principais caracteristicas do solo em estudo e a Figura 4 apresenta a curva
granulométrica do solo.

Tabela 2 - Caracteristicas do solo.

Parémetro Valor

Argila (%) 72
Silte (%) 15
Areia (%) 13
Limite de Liquidez (%) 53,0
Limite de Plasticidade (%) 42,0
Peso Especifico das Particulas (kN/m?) 26,7
Indice de Vazios 1,19
Peso Especifico Natural (kN/m?) 16,3
Grau de Saturagio (%) 75,7
Porosidade (%) 54
pH 5,1
Matéria Organica (%) <0,8
Condutividade Hidraulica (cm/s) 1,39 x107
Foésforo (mg/dm?) 0,7
Potassio (mg/dm?) 23
Aluminio (cmolc/dm?) 2,7
Calcio (cmolc/dm?) 1,1
Magnésio (cmolc/dm?) 0,7
H+AI (cmolc/dm?) 10,9
CTC (cmolc/dm?) 12,7
Saturagao de Bases (%) 15
Saturacao de Aluminio (%) 60

Fonte: Thomé et al., (2017)
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Figura 4 - Curva Granulométrica do solo em estudo.
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Fonte: Thomé et al., (2017)

3.2 REAGENTES

A nanorremedia¢do foi executada com nanoferro comercial Nanofer Star estabilizado,
produzido pela empresa NANO IRON, s.r.0. A ativagdo ou quebra dos grumos, foi realizada

no desruptor de particulas (ultrassom). A Tabela 3 apresenta as caracteristicas do nanoferro em

po.

Tabela 3 - Composi¢ao do nanoferro em po.
NanoFer Star

Composicao Contetdo em massa (%)
Ferro (Fe) 65 a 80
Magnetita(Fe3;O4) e 6xido de ferro 20a30

O pentaclorofenol (97%) utilizado ¢ fabricado pela SIGMA- ALDRICH® sendo um
solido cristalino branco. As concentragdes utilizadas neste trabalho foram diluidas a partir deste
reagente padrao. O manuseio deste composto exigiu a utilizacdo de equipamentos de protecao

como mascara semi-facial com filtro de carvao ativo e luvas nitrilicas.
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3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental deste trabalho esta apresentado na Figura 5 e seguird a
seguinte sequéncia: Verificacdo da concentracdo toxica de nFeZ e PCF aos microrganismos;
Definicao do método que proporcione a maior eficiéncia de recuperagao do PCF do solo;
Definicao da concentracao necessaria de nanoferro para a degrada¢do do PCF e por fim, o

ensaio final de nanobiorremediagao de solo contaminado com PCF.

Figura 5 - Fluxograma da metodologia.
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3.3.1 Contaminagao do solo com PCF

O processo de contaminagdo do solo com PCF foi realizado utilizando EPI’s e seguiu o
método adotado na literatura (DARKO-KAGYA et al., 2010; WANG et al., 2010; CAO et al.,
2015). O PCF era pesado e solubilizado em um volume de hexano e entdo conduzido ao agitador
magnético. Neste equipamento a mistura ocorria através do movimento de uma barra magnética
até que houvesse o completo desaparecimento dos solidos.

O hexano com a concentragdao desejada de PCF era entdo misturado ao solo e levado a
capela. Esta mistura permanecia nestas condi¢des por cerca de 48 horas até a completa

volatilizagao do hexano.

3.3.2 Teores limite de toxicidade para os microrganismos do solo
3.3.2.1 Toxicidade do nFeZ

Considerando que parte da degradacao do PCF deve ser realizada pelos microrganismos,
estes devem ser mantidos preservados durante o experimento. Concentragdes de nFeZ de 4, 15
e 50g/kg, foram testadas no solo para avaliar sua influéncia na microbiota ali presente. Para isto
utilizou-se a metodologia de respirometria, adaptado do método respirométrico de Bartha
descrito pela NBR — 14.283.

Estas concentragdes foram definidas de acordo com resultados obtidos em ensaios
anteriores. Tais estudos demonstraram que concentracoes de 4 e¢ 15 g/kg de nFeZ nao
influenciaram na permeabilidade natural do solo. Ja a concentragdo de 50 g/kg foi utilizada por
apresentar boa eficiéncia na degradacdo de contaminantes, anteriormente avaliados.

As amostras de solo contendo diferentes concentracdes de nFeZ foram inseridas nos
respirdometros, através dos quais foi possivel determinar a producao de dioxido de carbono
(CO2) oriunda da atividade microbiana. Além do branco (respirdmetro vazio para quantificar o
CO; existente no interior dos frascos), analisou-se o Controle, no qual ndo foi inserido nFeZ,
contendo apenas solo e agua.

E importante ressaltar que como fonte de carbono aos microrganismos foi inserida

glicose, no teor de 1% em todas amostras.
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Tabela 4 - Concentragdes de nanoferro a serem avaliadas.
Concentracéao de nFeZ (g/kg de solo)

Branco
Controle
4
15
50

As andlises foram realizadas a cada 48 horas e durante este periodo os respirdmetros
foram mantidos em igual condi¢do e isolados da luz e do calor. A Figura 6 apresenta o
experimento montado.

Figura 6 - RespirOmetros para andlise da toxicidade do nFeZ.
& =

- \ur. 2

LA )

3.3.2.2 Toxicidade do PCF

A avaliagdo da toxicidade do PCF foi realizada utilizando a metodologia descrita na
norma NBR — 14.283 de respirometria, apresentada no item 3.3.2.1.deste trabalho. As
concentragdes de PCF utilizadas neste experimento estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 - Concentragdes de PCF a serem testadas.
PCF (mg/kg) Relacao contaminante/padrao de
referéncia

Branco -
Controle -
Controle H -
3 1
10 3,33
20 6,66
50 16

150 50
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A amostra Branco refere-se aos respirdmetros vazios, para fins de andlise da
concentracdo de CO» existente no interior dos frascos. As amostras de Controle sdo os
respirdmetros contendo solo e 4gua para o ajuste da umidade. Os respirdmetros de Controles H
sao respirdmetros preenchidos com solo e hexano e tiveram a funcgao de testar se este solvente
utilizado no processo de contaminacao do solo interfere na atividade microbiana.

As concentracdes de PCF de 10 e 20 mg/kg foram definidas seguindo os experimentos
de Xu et al. (2014), que avaliaram a degradagdao de PCF através da bioestimulacdo. Neste
trabalho, concluiu-se que concentragcdes acima destes valores influenciaram na atividade
microbiologica. Ja a concentragdo de 150 mg/kg foi testada por Yang e Lee (2008) e de acordo
com os autores representava a contaminagao real do lengol freatico estudado.

O valor de referéncia adotado como comparativo neste planejamento, especifica o teor
de PCF admitido para areas industriais de 3 mg/kg de solo, estabelecido pela Resolugdo
420/2009 do CONAMA.

Em funcao do baixo acimulo de CO; gerado pela influéncia toéxica do contaminante em
todas as unidades experimentais, no tempo 39 dias de experimento foi adicionado glicose como
fonte de carbono complementar aos microrganismos, no teor de 1%. As andlises, que eram
realizadas a cada 48 horas, seguiram por mais 32 dias, totalizando um tempo de 68 dias de

experimento. A Figura 7 mostra o experimento preparado.

Figura 7 - Experimento de toxicidade do PCF.




42

3.3.3 Processo de recuperacao do PCF do solo

Como os métodos variam muito entre si € o tipo de solo usado atua como um interferente
neste processo, foram realizados testes de recuperacdo do PCF do solo,variando diferentes
fatores como demonstrado na Etapa 2 da Figura 5.

Os testes de recuperacdo foram realizados seguindo os métodos descritos no Quadro 1,
cujos procedimentos foram adaptados as condi¢des disponiveis no laboratorio.

Para todos os experimentos o solo foi contaminado com PCF nas concentragdes de 20 a
150 mg/kg. A concentragao de 20 mg/kg foi escolhida por ter apresentado, em ensaio preliminar
de toxicidade, potencial para ser utilizada no ensaio final de nanobiorremediacdo. Ja as
concentragdes mais altas foram utilizadas por serem proximas ao limite maximo avaliado nos
ensaios de toxicidade e representarem uma concentracdo de ocorréncia real de PCF. Cabe
ressaltar que procedimentos de controle sempre foram seguidos a fim de reduzir erros analiticos,
como por exemplo, submersdo da vidraria utilizada por 24 horas no HCI (20%), pesagens em

balanca analitica, calibragdo de micropipetas entre outros.

3.3.3.1 Equipamentos

Os testes de recuperagao foram realizados utilizando o Desruptor/sonicador ultrassonico
(ultrassom) e o agitador de solo, com dois niveis de concentracao de PCF. A Tabela 6 apresenta
os fatores e niveis investigados neste experimento.

Tabela 6 — Planejamento fatorial.

Fatores Niveis
Equipamento Ultrassom  Agitador de solo
Concentracdo de PCF 20 mg/kg 150 mg/kg

O ultrassom esta apresentado na Figura 8 e ¢ do modelo QR750- Ultronique, fabricado
pela empresa Eco-Sonics. J4 a Figura 9 e 10 apresentam o agitador para andlise fisica do solo

utilizado, do modelo TE-161 que foi produzido pela empresa TECNAL.
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Figura 8 - Ultrassom utilizado nos experimentos.
e -

Figura 9 - Agitador de solo utilizado.

Para analise em ultrassom, o solo contaminado com PCF foi misturado com 30 ml de

hexano e submetido a dois ciclos de 3 minutos cada. O hexano utilizado era coletado e reservado



44

€ novamente o processo se repetia, de modo que mais 30 ml do solvente foram misturados ao
mesmo solo e exposto ao segundo ciclo no ultrassom. As amostras de hexano e solo eram
centrifugadas e filtradas com membrana Millipore 0,45um. A fase liquida era concentrada,
através da volatilizagdo do hexano na capela, para posterior analise.

O teste de recuperacao por agitacao foi realizado através da mistura de hexano e solo
contaminado com PCF. O solo e o solvente, nas quantidades informadas na Figura 11 foram
inseridos em vials de 50ml, e dispostos nos reatores das gavetas do agitador de solo em uma
velocidade de 29 r.p.m.. Apos as 24 horas de agitacdo, o solo foi separado do hexano através
da centrifugacao e filtracao para posterior concentracao através da volatilizagao na capela. Apds
este processo, a amostra era analisada por cromatografia gasosa seguindo as especificagdes

cromatograficas apresentadas no item 3.3.3.3.1. A Figura 11 apresenta os procedimentos

seguidos.
Figura 11- Metodologia utilizada para recuperagdo do PCF do solo.
UlGrassom Agitador de solo
\ l
v ¥ i 1
‘ 10g de solo ‘ + ‘ 30 ml de hexano por ciclo ‘ l 5g de solo ‘ + ‘ 30 ml de hexano ‘
\ R I L . I
I 2 ciclos de 3 minutos cada ‘ ‘ 24 horas de agitacao I
i
| Centrifugaggo (10 mina 3000rpm) | | Centrifugacdo (10 mina 3000rpm) |
L ] L
\ Concentracgao do solvente na capela | [ Concenbtragao do solvente na capela I
| Andlise por cromatografia gasosa ‘ ‘ Andlise por cromatografia gasosa |

3.3.3.2 Solventes

Em fun¢do da variabilidade na literatura devido a interferéncia do tipo do solvente
utilizado, foram realizados testes com solventes puros e combinados, todos em grau de pureza
para analise cromatografica. A Tabela 7 apresenta a solubilidade do PCF nos diferentes

solventes utilizados neste experimento de acordo com Royal Society of Chemistry (1989).

Tabela 7 - Solubilidade do PCF nos solventes utilizados.

Composto Solubilidade (g/l)
Etanol 1200
Hexano 1000

Metanol 1800
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O experimento seguiu o planejamento fatorial apresentado na Tabela 8, e foi realizado

como mostrado no fluxograma da Figura 12 e 13.

Tabela 8 - Planejamento fatorial testado.

Fatores Niveis
Solventes Etanol/Agua Metanol
Concentragdo de PCF 20 mg/kg 150 mg/kg
Relagdo solo/solvente (g:ml) 1:20 1:5

Figura 12 - Realizacio do experimento utilizando Etanol/Agua.

Ebanol/Agua (11) EtanoliAgua (t1)
| |
. . ! l
| 5g de solo | + | 25 ml de solvente | ‘ 1g de solo I + | 20 ml de solvente ‘

I I \

i 1
‘ Agitacao da mistura por 1 hora ‘ I Agitacao da mistura por 1 hora |
v 1
| Centrifugacao (10 min a 3000r.p.m.) | ‘ Centrifugacéo (10 min a 3000r.p.m.) |
| Andlise por cromabografia liquida ‘ | Andlise por cromabografia liquida ‘

Figura 13 - Realizacdo do experimento utilizando Metanol.

Mels|ano| Meli‘anol
| sg d% sdo |+ | 25ml deiolvenhe | 19 deT soo |+ | 20ml deiolvenbe |
‘ Agibacdo da miibura por1hora | ‘ Agitacao da mi:.hura por1hora |
| Cenrifugagdo (1; min a 3000rpm) | | Centrifugagdo (10l mina 3000rpm) |
| Anlise por cromatografialicyida | | Anaiise por cromatografialiquida |

Estes testes foram realizados utilizando o agitador de solo, de modo que a mistura ficou
neste equipamento durante 1 hora a uma rotacdo de 29 r.p.m.. Além do tipo e volume de
solvente, a massa de solo contaminado também foi variada em 1 e 5 gramas.

Como demonstrado na Figura 12, a mistura de etanol/agua foi fracionada, utilizando-se
12,5 ml de 4gua e 12,5 ml de etanol para 5 gramas de solo. Para a massa de solo 1 grama,

utilizou-se 10ml de etanol e 10 ml de 4gua. A mistura de solvente e solo contaminado foi
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agitada e centrifugada por 10min a 3000r.p.m. O solvente sobrenadante foi filtrado em

membrana Millipore e analisado por cromatografia liquida.

3.3.3.3 Método Analitico

3.3.3.3.1 Cromatografia

As analises de concentracao de PCF foram feitas através de cromatografia gasosa (GC)
e liquida (LC). As caracteristicas técnicas dos equipamentos utilizados estdo descritas abaixo.

GC: Cromatografo Gasoso Clarus® 680 da marca PerkinElmer, acoplado a um
espectrometro de massa com Coluna Rtx®-5MS composta por 5% Difenil e 95% Dimetil
Polisiloxano (30m x 0.25mm x 0,25um). O gas de arraste utilizado ¢ o hélio com fluxo de 1,0
ml min-1. A temperatura de operagao foi de 260 °C no injetor. O programa de temperatura da
coluna foi de 200 °C com aquecimento de 5 °C por minuto até atingir 320°C.

LC: Cromatdgrafo liquido com espectrometro de massa LC 8040 da marca Shimadzu,
com amostrador Nexera; coluna analitica XR-ODS I (150 x 2,0 mm x 2,2 um); Fase
moével A: metanol, Fase mdvel B: Hexano, Fase movel C: etanol, vazdo da fase movel: 0,3
ml/min; O PCF foi analisado com comprimento de onda 270nm.

Os cromatdgrafos estdo dispostos no Laboratorio de Cromatografia do prédio L1
Engenharia de Alimentos da Universidade de Passo Fundo. A curva de calibragao de PCF foi
conduzida pela equipe responsavel pelo equipamento, utilizando padrao de pentaclorofenol

5000ug/ml de metanol, fabricado pela marca Sigma-aldrich.

3.3.3.3.2 Espectrofotometria

Seguindo a metodologia de Alves (1998), foram realizadas leituras de concentragdao de
PCF em espectrofotometro por luz UV. O equipamento utilizado, da marca PRO-TOOLS,
modelo UV-1600 esta apresentado na Figura 14.



47

Figura 14 - Espectrofotdmetro utilizado.

V1 600 BEECTROPHOTEMETER

As leituras foram realizadas utilizando a cubeta de quartzo em diferentes comprimentos
de onda. Para analisar o comprimento de onda (A), uma varredura em 230 nm, 250 nm e 270
nm foi realizada. As curvas de calibracao foram realizadas através da dilui¢ao das solucoes de
PCF em metanol.

Ap6s a realizagdo das curvas foram realizados testes de recuperagdo de PCF do solo, a
fim de analisar o método analitico. Utilizou-se concentragdes de 0, 20 e 100 mg/kg de PCF. A
amostra sem contaminagao foi utilizada como branco neste experimento e teve a finalidade de
estabelecer valores de absorbancia dos demais componentes extraidos do solo que nao fossem

o PCF. A Figura 15 apresenta a metodologia utilizada para este teste.

Figura 15 - Metodologia para o teste de recuperagdo e detec¢cao em espectrofotdmetro.

omgig | [ 20mog| | wom;gmsn
}

Extracdo do solo

'
’ Solo e hexano 15 (m/v) |

|
‘ 2 horas de agitacao (24rpm) ‘
v

| Cenbrifugag&o (10 min a 3000rpm) |

2

\ Leitura em espectrofotometro

Além do comprimento de onda, foi avaliada a interferéncia da umidade do solo no valor

de absorbancia medida. Para isso, foram estabelecidos controles, de modo que solo sem
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contaminagdo de PCF em trés teores de umidade foram submetidos a recuperacao e leitura de
absorbancia como mostrado no fluxograma da Figura 16. Estes valores de umidade foram
escolhidos por serem préximos ao teor natural existente no solo, o qual sera utilizado nos

ensaios deste trabalho.

Figura 16 - Teste de influéncia de umidade na absorbancia.

Solo
¥ l ¥
| Teores de umidade > l 10% ‘ I 20% ‘ l 30% ‘
| |
Extracao do solo

:

‘ Solo e hexano 15 (m/v) ‘

4
‘ 2 horas de agibacéo (24rpm) ‘

[ Centrifugacao (10 min a 3000rpm) ‘

2
Leitura em espectrofotometro

3.3.4 Nanorremediacao utilizando nFeZ

A fim de definir concentragdes a serem utilizadas no ensaio final de
nanobiorremediagdo, foram realizados testes de eficiéncia de degradacdo do PCF no solo
utilizando nFeZ. Assim, pode-se determinar o teor necessario de nFeZ para se chegar, através
da degradacao, na concentragdo de PCF que nao teve efeito letal a microbiota do solo (definido
no ensaio de toxicidade). A Tabela 9 apresenta o delineamento fatorial e a Figura 17 demonstra

o fluxograma do ensaio em questdo.

Tabela 9 - Planejamento fatorial do experimento.
Variaveis Niveis
Concentracdo de PCF 20 mg/kg
Concentragdo de nFeZ 0g/L 15g/L 50g/L
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Figura 17 - Fluxograma do ensaio para remedia¢do do PCP utilizando nFeZ.

Conbaminacio de solo com PCF Extracao dol PCF do solo
20mg/Kg ‘ 59 de% solo l -+ ‘ 25 ml defmebanol |
Nanorrelrledaﬁo | 2 horas de agit;ag:éo (24rp.m.) ‘
] OgITKg | | 159:IKg '] so;/Kg ] | Cenbrifugacio (16 min a 3000rpm) |
| 48 hora; reacao }7
Leibura em espectrofotometro

O solo contaminado na concentracao de 20 mg/kg recebeu diferentes concentragdes de
nFeZ para avaliagdo da degradacdo do PCF. O nFeZ foi ativado no ultrassom, juntamente com
o teor de 4gua necessario para o ajuste de umidade do solo para 34% (considerada natural) e
misturado ao solo contaminado. Apos este processo, esta mistura foi mantida isolada do calor
e luz por um periodo de 48 h para que houvessem reagdes de oxi-reducdo entre o contaminante
e o agente redutor.

Passadas as 48 h de reacdo ocorreu o processo de recuperagao do PCF do solo em todas
as amostras. Para reduzir possiveis interferéncias nas leituras de absorbancia, unidades
experimentais com diferentes concentragdes de nFeZ, porém sem adi¢do de PCF foram
executadas como controle. Assim, amostras com 15 g/kg de nFeZ foram utilizadas como branco
para amostras que avaliaram a degradacao do PCF utilizando 15 g/kg de nFeZ. O processo se
repetiu para a concentra¢ao 50 g/kg de nFeZ.

Cabe lembrar que o preparo do solo contaminado com PCF envolve sua mistura com
hexano. Assim, nesta etapa, no preparo da unidade experimental “Branco” (Solo sem adi¢ao de
PCF e nFeZ também ocorreu a mistura com hexano (sem contaminagdo) para que suas
condi¢des experimentais ndo fossem diferentes em relagdo as unidades experimentais contendo
PCF.

Com os resultados destes ensaios gerou-se o grafico de degradacdo do PCF, plotando-
se a concentragdo do PCF x Concentragdo de nFeZ utilizada. Através da equagdo desta reta, foi
possivel estimar a concentragdo necessaria de nFeZ para atingir o valor de PCF que ndo possui
efeito de letalidade para a microbiota do solo, definido no ensaio descrito no item 3.3.2.2. A
Figura 18 apresenta o solo contaminado logo ap6s a adicdo de nFeZ preparado para o periodo

de reacao.
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Figura 18 - Ensaio de nanorremediac@o.

\ b4

3.3.5 Nanobiorremediagao

Este ensaio propods-se a definir a biodegradagao do teor de PCF restante no solo apds a
nanorremediagdo. As concentragdes utilizadas nesta etapa foram determinadas através de
ensaios preliminares como demonstrado no Quadro 2, ja os valores empregados estdo

apresentados na Tabela 10, que apresenta o delineamento experimental deste ensaio.

Quadro 2 - Resultados utilizados para o ensaio de nanobiorremediagdo.

Dado Método Item
Concentragao de nFeZ Toxicidade do nFeZ e~Teste de 3.3.2.1 334
nanorremediagao
Concentragao de PCF Toxicidade do PCF 3322

Tabela 10 — Condigoes testadas no ensaio de nanobiorremediagdo.

Variavel Niveis
Concentragdo de PCF 20 mg/kg
Concentragao de nFeZ 40 mg/kg

Esterilizacao do solo Sim Nao

O solo contaminado com 20 mg/kg de PCF foi misturado a uma suspensao de 40 mg/kg
de nFeZ para a degradagdo do teor inicial. Esta mistura foi mantida isolada por 48 h para que
ocorresse a nanorremediagdo do solo. Apos este periodo, parte deste solo foi inserido em
respirdmetros € o restante permaneceu nas mesmas condigdes em um recipiente
hermeticamente fechado para as analises de degradag¢do, como demonstrado no fluxograma da

Figura 19.
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Figura 19 - Ensaio de nanobiorremediagao.
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O monitoramento da atividade microbiolégica do solo seguiu a NBR 14283/1999, com
leituras a cada 48 horas por um periodo de 35 dias. Concomitantemente a investigacdo do
acumulo de CO», ocorreram andlises para quantificar a concentragdo restante de PCF no solo
nos tempos de 1, 2, 7, 14, e 21 dias ap0s a inser¢dao do nFeZ no solo contaminado.

O mesmo procedimento apresentado na Figura 19 foi realizado para amostras com solo
autoclavado. Sem a presenga de microrganismos no solo, foi possivel atribuir e quantificar a
degradacdo resultante da adicao de nFeZ e/ou da biodegradagao do PCF. O solo foi autoclavado
antes da contaminagdo com PCF, ja que o hexano utilizado neste processo pode trazer riscos se
autoclavado.

Além da amostra contaminada com PCF, analisou-se o Branco, que ndo possui
contaminacdo, mas foi preparado nas mesmas condi¢des das demais amostras e tem por fungdo
avaliar a influéncia das nanoparticulas na absorbancia. Assim, a absorbancia gerada no Branco
foi descontada das demais amostras. A Figura 20 apresenta os respirdmetros utilizados para
avaliacdo da biodegradacdo do PCF e a Figura 21 apresenta o solo para os testes de

quantificagdo de degradagao.
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Flgura 20 Ensaio de blodegradagao do PCF

3.3.6 Analise estatistica

Os valores de concentragdo de PCF no solo foram submetidas a analise estatistica na
ferramenta ANOVA do software Statistica (STATSOFT, 1999). O nivel de significancia sera
fixado em 95%, de modo que os dados considerados significantes sdo aqueles que possuem um

erro menor que 5%, ou seja, p=0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 TEORES LIMITE DE TOXICIDADE PARA OS MICRORGANISMOS DO SOLO
4.1.1 Toxicidade do nfez

A producao de CO» neste experimento foi acompanhada por um periodo de 53 dias,
tempo considerado necessario para a avaliagdo qualitativa da toxicidade do nFeZ para a
microbiota do solo. A quantificacdo de CO: foi feita para amostras do branco, do controle e de
diferentes concentracdes de nFeZ, sendo elas 4, 15 e 50 g/kg (N4, N15 e N50, respectivamente),
de modo que os tratamentos foram comparados ao solo sem adi¢ao de nFeZ (controle).

A Figura 22 apresenta o grafico da produgdo de CO; analisada nesse experimento. Os
pontos que compdem o grafico representam a média de 3 repetigdes realizadas a fim de analisar
a variabilidade dos dados. A dispersao estatistica entre as médias da produgdo de CO> mostrou-

se baixa e também estéd apresentada na Figura 22 através dos valores de desvio padrao.

Figura 22 - Actimulo de CO» para diferentes concentragdes de nanoferro.
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As curvas de liberacao de CO; para todas as amostras apresentam um aumento notavel
entre os dias 7 e 20, indicando condi¢des propicias aos microrganismos neste periodo, apos a

fase de adaptagdo. Apds este periodo ¢ observada uma estabilizagdo, gerada pela diminui¢ao na
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atividade, provavelmente em funcdo do consumo dos nutrientes adicionados no inicio do
experimento.

A incorporacdo de nFeZ ao solo promoveu uma maior liberagdo acumulada de CO; se
comparada ao solo Controle. Este, por sua vez, apresenta uma liberagdo acumulada de CO; em
torno de 380 mg C-COx/kg e esteve abaixo de todas as amostras. Os valores maiores de acimulo
de CO; foram para a amostra N4 e N15 durante todo o monitoramento.

Tais valores evidenciam uma atividade microbioldgica intensa, com valores finais de
acimulo de CO; entre 400 e 500 mg C-COz/kg. Este comportamento esta relacionado a adigao
de glicose nas amostras, que supriu as necessidades nutritivas de carbono e tornou o ambiente
mais favoravel a multiplicacdo das células.

Em relacdo a toxicidade, considerando que as curvas de liberacdo de CO; para todas as
amostras contendo nFeZ estiveram acima ou muito proximas da curva de liberagdo de CO2 do
Controle, pode-se inferir que houve auséncia de comportamento toéxico do nFeZ nas
concentragdes testadas. Esta ocorréncia pode ser vista na Figura 23 que apresenta o valor

acumulado de CO» para as amostras comparando-as com o Controle.

Figura 23 - Acumulo total de CO; para as amostras.
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A Figura 23 mostra com clareza a diferenca de valores no aciimulo total de CO-,
evidenciando a maior producdo nas amostras contendo nFeZ do que no Controle. Considerando

que todas as unidades experimentais tiveram a adi¢do de 1% de glicose, tudo indica que o nFeZ
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atuou como estimulador da microbiota do solo. Este efeito pode ser corroborado pela existéncia
de um revestimento organico sob as nanoparticulas utilizadas no experimento.

Estudos apontam que a atividade microbiana pode se beneficiar da existéncia deste
componente, utilizando-a como fonte de carbono e, desta forma, propiciando um maior
desenvolvimento microbiano (KIM et al., 2009). Kirschling et al. (2010) apresentaram em seu
estudo que a existéncia de um sistema de cobertura (coating) sobre as nano particulas de ferro
zero valente, ndo apenas apresentou-se atoxico aos organismos teste, como também estimulou
o desenvolvimento das populacdes bacterianas em uma ordem de grandeza.

Através dos valores de acimulo de CO» analisados neste experimento, foi verificado
que os microrganismos nao sao sensiveis aos teores de nanoferro testados, e que nestas
condig¢des, as nano particulas ainda podem favorecer a atividade microbioldgica do solo em
fun¢do do seu revestimento que serve como fonte de carbono.

Desta forma, nenhuma das concentragdes testadas neste experimento demonstrou efeito
nocivo a microbiota do solo, podendo, portanto, serem utilizadas em ensaios de

nanorremediagdo com posterior tratamento bioldgico.

4.1.2 Toxicidade do PCF

Para avaliacdo da influéncia do PCF na microbiota do solo foi utilizado ensaio de
respirometria nas concentracoes 3, 10, 20, 50 e 150 mg/kg, nomeados no grafico como PCF3,
PCF10, PCF20, PCF50 e PCF150, respectivamente. Além disso, foi avaliado o Branco
(respirdmetros vazios), Controle (respirdmetros contendo solo e dgua) e Controle H (solo e
hexano).

As andlises ocorreram a cada 48 horas durante 68 dias. Neste periodo, os respirometros
permaneceram isolados da luz e calor a fim de eliminar varidveis como a fotodegradaciao do
PCF. Os resultados de acimulo de CO; estdo apresentados na Figura 24, onde cada ponto
representa uma média de 3 repetigdes, realizadas a fim de analisar a variabilidade dos dados.
Esta, por sua vez, manteve-se baixa, como mostram os valores de desvio padrao entre as médias

da producao de CO», também apresentados na Figura 24.
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Figura 24 - Acimulo de CO» para diferentes concentragdes no teste de toxicidade do PCF.
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De acordo com a Figura 24, até o tempo 39 dias ocorreu uma baixa atividade
microbiana, na faixa de 30 a 80 mg de CO/kg produzido. Apods este periodo, a adicdo de 1%
de glicose aos respirometros gerou um incremento no acumulo de CO» para todas as amostras,
especialmente nas amostras Controle, Controle H, PCF3, PCF 10 e PCF20. Isso mostra que
nessas concentracdes, a presenca de PCF exerceu influéncia, mas ndo danificou integralmente
os microrganismos do solo, que ao receber nova fonte de carbono aumentaram suas atividades.

No que diz respeito as amostras sem contaminante, conforme a Figura 24, até o tempo
50 dias, o acumulo de CO; para o controle com hexano (Controle H) esteve acima do Controle
sem hexano (Controle). Neste caso, o hexano serviu como fonte de carbono aos microrganismos
antes da adicdo da glicose e por isso gerou valor maior de acimulo de COx. Isto revela que,
nessa circunstancia, tal solvente necessario no processo de contaminag¢ao do solo com PCF
apresentou-se como um estimulo na producdo de CO», gerando influéncia favoravel aos
microrganismos ali presentes. Como todas as demais amostras tiveram contato com hexano na
contaminac¢ao com as diferentes concentracoes de PCF, o Controle H foi considerado como
referéncia neste experimento.

Quanto as amostras, no tempo 66 dias, a PCF3 atingiu o valor de acimulo de CO> do

Controle H. Este comportamento pode estar relacionado com a adaptacao da microbiota do solo
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com este teor de PCF no solo. Tal concentragao ¢ determinada pela legislagdo ambiental como
valor maximo permitido para area agricola, e neste caso demonstrou ter a sua caracteristica
toxica anulada pela supressao de parte do PCF, realizada pela microbiota do solo.

Para as unidades experimentais PCF50 e PCF150 ¢ possivel notar uma influéncia toxica
de concentragdes altas do contaminante na atividade microbiana, pois mesmo apos a adi¢ao da
fonte de carbono, os valores de acimulo de CO2 mantiveram-se em torno de 150 mg de CO2/kg.
Nesse ambito, o baixo incremento na produgao de CO2 ap6s o fornecimento de carbono de facil
acesso, demonstra que concentragdes de 50 a 150 mg/kg de PCF podem causar a erradicacdo
de parte da microbiota existente no solo. De acordo com Varela et al. 2017, os efeitos cronicos
do PCF podem reduzir a diversidade da microbiota do solo, induzindo baixa atividade e
acimulo de CO2 como consequéncia.

Em relacdo ao total de acimulo de CO», a Figura 25 mostra os valores para as amostras,
enquanto a Figura 26 apresenta a influéncia do PCF na atividade microbiana relacionada ao
Controle H.

Figura 25 - Total acumulado de CO» para as amostras testadas.
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Figura 26 - Influéncia das concentra¢des de PCF em relagdo ao Controle H.

80
i o
. )
2 i
5 60 .
(@\] -
(@) L
U i -
z%@ 40 i L Ty
5 S i
he]
S I
= 20
O~ L
= L
o [
QL i /
a 0 ° &
Controle PCF3  PCF10 PCF20 PCF50 PCF150

H

Como mostrado na Figura 25, percebe-se que o PCF 3 teve um valor total de acimulo
de CO; muito proximo ao controle, demonstrando baixa influéncia durante os 68 dias
analisados. Se comparado ao controle H, esta diferenca representa menos de 1% e estd exposta
na Figura 26, reforcando a hipotese de que a concentragao maxima permitida na legislagao para
area agricola nao exerce forte influéncia na microbiota do solo.

As unidades experimentais PCF10 e PCF20 apresentaram um comportamento
semelhante, com valores de acimulo de CO2 muito proximos, como mostra a Figura 25. Em
relagcdo a queda no acumulo de CO> quando comparado ao Controle H, o valor para ambas foi
em torno de 40%, demonstrando uma dificuldade de adaptagdo dos microrganismos nestas
concentragdes de PCF. Mesmo com esta influéncia nociva apresentada pela Figura 26, nao foi
constatado toxicidade suficiente para danificar por completo a microbiota existente no solo, de
modo que as amostras ainda assim apresentaram atividade microbioldgica.

Ja as concentragdes de 50 e 150 mg/kg de PCF, aqui expressa como PCF50 ¢ PCF150
promoveram uma queda de mais de 60% nos valores de acimulo de CO; se comparadas ao
Controle H, demonstrando uma alteragdo consideravel no sistema natural. Neste caso, a
presenga do PCF nestas concentracdes ndo permitiu a adaptacdo dos microrganismos e,
portanto, ndo serdo utilizadas no ensaio de nanobiorremediacao.

Para a nanobiorremediacdo, etapa final deste trabalho, o valor da concentragao inicial

de PCF a ser utilizada deve ser de 20 mg/kg, pretendendo-se a chegar, através da aplicacdo de
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nFeZ a 8mg/kg. De acordo com a Figura 26, concentragdes de PCF acima de 20 mg/kg
representam uma diferen¢a na produgdao de CO; de mais de 50% em relacdo ao controle,
gerando impactos relevantes sobre a microbiota do solo. J& a concentragdo de 8 mg/kg tem um
efeito menor sobre os microrganismos, cuja atividade ¢ reduzida, mas ainda assim apresenta

indicios de recuperacdo das atividades com potencial de biodegradagao do PCF neste teor.

4.2 PROCESSO DE RECUPERACAO DO PCF DO SOLO

4.2.1 Equipamentos

A Figura 27 apresenta os resultados dos testes de recuperagao utilizando o agitador de
solo e o ultrassom para a concentracdo de PCF 20 e 150 mg/Kg.

Figura 27 — Eficiéncia de recuperac¢do do PCF do solo utilizando Agitador e Ultrassom.
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Como demonstrado na Figura 27, as porcentagens de recuperagao em todas as unidades
testadas permaneceram acima dos 100%, demonstrando valores de PCF acima dos inseridos no
solo. Isto retrata a existéncia de erros experimentais, que geraram a recuperacdo de outros
compostos do solo que o cromatégrafo GC detectou erroneamente como PCF.

A andlise do desvio padrao das amostras, apresentado na Figura 27, demonstra grande
variagdo nos dados, principalmente para amostras testadas no ultrassom. O elevado valor de
desvio padrao para as amostras extraidas evidencia a retirada heterogénea de compostos do

solo, gerando dados incertos e muito variaveis.
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Ainda, a utilizagdo do ultrassom ao longo da analise provoca a geracao de calor do
equipamento, resultando na volatilizacdo do solvente. Tal variacao de volume influéncia nos
valores de concentragdo, pois dificulta os calculos, induzindo a erros de concentragdao do PCF.

Assim, a fim de eliminar variaveis constatadas neste processo, novos testes, que serdo
apresentados na sequéncia, foram conduzidos com o agitador de solo, cuja utilizagdo foi a mais
frequente na literatura levantada.

Também se questionou o método analitico utilizado neste experimento. O limite de
detec¢do disponivel na cromatografia gasosa pode ndo ter sido suficiente para analise da massa
de PCF existente nas amostras. Ao consultar a literatura, foi observado novamente que a
cromatografia liquida constituia a maior ocorréncia neste tipo de analise e, por isso, optou-se

por este método analitico nos proéximos testes.

4.2.2 Solventes

As Figuras 28 e 29 apresentam o teor de PCF recuperado do solo através de testes

variando a massa do solo ¢ o tipo de solvente.

Figura 28 - PCF recuperado utilizando 5 gramas de solo contaminado.
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Figura 29 - PCF recuperado do solo utilizando 1 grama de solo contaminado.
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Nao se obteve resultados satisfatérios em nenhuma das condigdes investigadas, pois
quando os valores de recuperacdo se aproximaram de 100% (resultado desejado), ndo se
observou uma tendéncia dos dados.

Para a mistura de etanol/agua, em todas as circunstancias, as quantidades de PCF
extraidas estiveram abaixo da adicionada ao solo. Quando utilizado 5 g de solo, obteve-se um
valor de pouco mais de 50% de recuperacao e para a massa de 1 grama de solo contaminado
este valor esteve em 60% para a concentracao mais baixa de PCF e 32% para a mais alta. Nestes
casos, denota-se uma baixa solubilizagdo do PCF na mistura de etanol/agua. Este efeito pode
estar associado a baixa solubilidade do contaminante na fracdo dgua, que ¢ menor se comparada
a solubilidade no solvente.

Em relagdo a eficiéncia de recuperacao utilizando-se metanol, os valores estiveram mais
altos se comparados aos valores utilizando etanol/agua, contudo, alguns deles tornam-se
infundamentados, pois obteve-se valores maiores que 100%. Para a concentracao 20 mg/kg
utilizando-se 5 gramas de solo, foi recuperado uma concentragdo muito maior do que a de
referéncia, cerca de 380%. Este efeito foi observado na concentracio de 150 mg/kg utilizando-
se 1 grama de solo, onde o valor de recuperagdo de PCF foi de 175%, ou seja, superior a
contaminagao inicial do solo.

Ponderando estes valores e a elevada dispersao dos dados, expressas pelo desvio padrao
apresentadas nos graficos das Figuras 28 e 29, torna-se complexa a consideragao destes dados,

sinalizando a existéncia de erros experimentais e/ou analiticos.
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Como este procedimento foi manipulado de forma muito semelhante a literatura, cujos
teores de recuperagdo eram muito proximos de 100%, passou-se a questionar o método
analitico. Isso, porque outras varidveis de controle como equipamento, massa de solo e tipo de

solvente ja foram investigadas e isoladas, restando, portanto, tal condi¢do a ser estudada.

4.2.3 Método Analitico

4.2.3.1 Cromatografia

Os resultados para os testes de recuperagdo utilizando a cromatografia gasosa e liquida
ja foram apresentados no item 4.2. Para andlises nestes equipamentos, as amostras eram
preparadas de acordo com as metodologias apresentadas nas Figuras 11, 12 e 13 e levadas ao
laboratério de cromatografia, onde o eram injetadas por funciondrios do laboratério. Como o
manuseio nestes equipamentos era realizado por pessoas especializadas, a curva padrao foi

executada pelos mesmos, através da utilizagdo de padrao de PCF.

4.2.3.2 Espectrofotometria

Testes utilizando espectrofotometria por luz ultravioleta (UV) foram realizados
utilizando A 230, 250 e 270nm. A Figuras 30, 31 e 32 apresentam as curvas de calibragdo, a
equagao da reta e o valor de ajuste ao modelo (R?) para o PCF nos diferentes comprimentos de

onda testados.
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Figura 30 - Curva de calibracdo do PCF (A 230 nm).
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Figura 32 - Curva de calibragdo do PCF (A 270 nm).
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Todas as curvas de calibracdo de PCF apresentadas nas Figuras 30, 31 e 32 sdo
compostas por mais de 5 pontos, e foram analisadas na regido do espectro da luz ultravioleta
em fun¢do da inexisténcia de reagdes colorimétricas nas amostras, pois o PCF ao ser
solubilizado no metanol ndo altera a cor do solvente.

Como demonstrado nas Figuras 30, 31 e 32, para todos os comprimentos de ondas
testados, os dados demonstraram bons valores de adequagao ao modelo linear, com valores de
R? de 0,99. Isso elucida a aptidao do modelo para explicar os dados coletados.

O limite de detec¢do de PCF variou com o comprimento de onda, como mostram os
dados coletados. Para 230 nm a concentragdo maxima observada foi de 50mg/L, enquanto com
2250 e 2270 nm foi possivel se chegar a 200 mg/L sem atingir o limite de absorbancia.

A fim de investigar a espectrofotometria como método analitico, foram realizados testes
de recuperacao do PCF do solo utilizando dois comprimentos de onda: A230nm, pois neste
caso, pequenas variagdes na concentragdo resultaram maior variagao na resposta, tornando o
método mais sensivel e menos susceptivel a erros; e A270 nm por ser 0 mesmo comprimento
de onda utilizado na cromatografia liquida para as analises de PCF. Os valores de recuperacao

obtidos neste experimento utilizando A230 estdo demonstrados na Tabela 11 e Figura 33.
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Tabela 11 - Valores de concentragdo de PCF recuperados utilizando A230.

Amostra Concentracao extraida
(mg/kg)
Branco 2,998
20 mg/Kg 19,767
100 mg/Kg 87,569

Figura 33 - Valores de recuperacao de PCF do solo utilizando A230.
100

Recuperacao de PCF (%)
B N [e2e]
(e (e (e

\®]
(e
T

20 mg/Kg 100 mg/Kg

De acordo com a Tabela 11, a concentragdo detectada pela espectrofotometria nas
analises possui valores muito proximos a inicialmente inserida no solo, indicando boas
condi¢des de recuperacdo e leitura do PCF. O processo de recuperagdo no solo mesmo sem
contaminante gerou valores de absorbancia, que no comprimento de onda de 230nm resultou
em uma concentracao de 2,9 mg/kg. Tal absorbancia ocorreu em funcao de outros compostos
presentes no solo que foram detectados pela luz UV como PCF. Portanto, o valor do branco foi
descontado em todas as amostras para ndo gerar valores de concentragdo acima do existente.

A Figura 33 apresenta a eficiéncia de recuperacao do PCF do solo utilizando A230 para
as duas concentracdes testadas. Ainda, esta sendo apresentado o desvio padrdo dos dados, que
se manteve muito baixo, demonstrando confiabilidade dos dados.

Em relagdo a eficiéncia de recuperagdo do PCF do solo, a Figura 33 mostra um
comportamento similar para ambas condi¢des analisadas, com valores proximos a 85%. Isto
denota que estas condi¢oes possibilitaram que as concentragdes inicialmente inseridas no solo
pudessem ser transferidas para o solvente e detectadas pelo espectrofotdmetro com relevante
eficiéncia. O comprimento de onda de 230 nm permitiram que o PCF solubilizado no metanol

fosse detectado pelo espectrofotometro, consolidado as condigdes analisadas.
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A Figura 34 ¢ a Tabela 12 apresentam a concentragdo de PCF detectada no solo
utilizando comprimento de onda de 250 nm.

Tabela 12 - Valores de concentracao de PCF utilizando A250.

Amostra Concentracéao extraida
(mg/kg)
Branco 10,006
20 mg/Kg 37,385
100 mg/Kg 113,155

Figura 34 - Valores de recuperag¢do de PCF do solo utilizando A250.
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A Tabela 12 apresenta os valores de concentracdo de PCF calculadas a partir da
absorbancia detectada em A250. Observa-se que neste comprimento de onda, foi detectado uma
concentragdo de PCF mais alta que a inicialmente adicionada ao solo. Este aumento do valor
de absorbancia foi mais significativo na amostra branco, que nao possui contaminante. Isto
ocorreu pois demais compostos, além do PCF foram identificados nas amostras, gerando
eficiéncia de recupera¢do acima de 100%, se considerado o desvio padrdo, como mostra a
Figura 34.

Os dados que compde a Figura 34 tiveram o valor do branco descontado, gerando
eficiéncia de recuperacao de PCF de 137 e 100% para 20 mg/kg e 100 mg/kg, respectivamente.
Para a amostra contendo 20 mg/kg de PCF, observa-se um desvio padrao baixo, no entanto foi
detectado uma concentracao de PCF maior do que a adicionada no solo. Para a concentracao de
100 mg/kg a eficiéncia de recuperacao teve valor de 100%, no entanto com desvio padrao mais

significativo, estabelecendo incerteza nos dados.
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Neste caso, a inconsisténcia dos dados se constata devido a dificuldade de uma
recuperagdo completa do contaminante do solo. Estudos mostram que parte do PCF permanece
adsorvido nas particulas do solo, especialmente na matéria organica em funcao da afinidade do
contaminante (MONTUORI et al.,, 2014), tornando improvaveis extracdes de 100% do
contaminante do solo.

As leituras de concentragdo do PCF no espectrofotometro utilizando o comprimento de
onda de 250nm, demonstraram algumas inconsisténcias, supostamente porque nessa faixa de
leitura, houve a deteccdo de outros componentes presentes no solo, encobrindo a verdadeira
concentracao do PCF.

A Figura 35 e a Tabela 13 apresenta os valores de concentracdo de PCF calculados a

partir do valor de absorbancia gerado em A270.

Tabela 13 - Valores de concentragdo de PCF utilizando A270.

Concentracao extraida

Amostra (Mg/Kg)
Branco 480,352
20 mg/Kg 200,000
100 mg/Kg 330,852

Figura 35 - Valores de recuperagdo de PCF do solo utilizando A270.
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A leitura da concentragcdo de PCF das amostras com comprimento de onda de 270nm,
acentuou a tendéncia comportamental percebida em A230 e A250: conforme o comprimento de

onda aumenta, aumenta o valor da absorbancia gerado nas amostras. Isto pode ser visto através
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da comparagao dos valores de concentragcdo de PCF gerados pela absorbancia, demonstrado nas
Tabelas 11, 12 ¢ 13.

No caso das leituras com comprimento de onda de 270 nm., o valor do Branco esteve
acima das do valor das demais amostras, gerando valores negativos para a concentracao de
PCF. Este comportamento ocorreu, pois, quanto maior o comprimento de onda, menor a
seletividade de compostos. Assim, o nimero de espécies absorventes que interagem com o feixe
de radiacdo ¢ maior, gerando valores mais altos de absorbancia. Este valor ndo corresponde a
concentracdo de PCF, mas sim, a concentracdo de demais compostos que foram extraidos do
solo.

Considerando os resultados obtidos neste ensaio, optou-se para analise de PCF em
espectrofotometria no comprimento de onda de 230nm, pois nestas condigdes, obteve-se a
melhor eficiéncia de recuperagao do contaminante presente no solo.

Além do comprimento de onda, foi avaliado se diferentes teores de umidade provocam
interferéncia no valor de absorbancia. A Tabela 14 mostra os valores de absorbancia para os

diferentes teores de umidade, analisados com A.230nm.

Tabela 14 - Influéncia da umidade na absorbancia.

Teor Média da Desvio Coeficiente de
umidade Absorbancia  Padrao variagao (%o)
10% 0,035 0,002517 7,12
20% 0,034 0,002517 7,33
30% 0,037 0,002517 6,74

Os valores de absorbancia se mostraram pouco dispersos para todas as amostras, como
mostra o desvio padrao apresentado na Tabela 14. O coeficiente de variag¢do entre a absorbancia
de todas as amostras teve valor de 7%, representando pequena diferenga entre eles. Neste caso,
comprova-se que teores de umidade variando de 10% a 30% nao tém efeito sobre o valor de

absorbancia e por isso nao servem como interferentes nas analises de concentracdao de PCF.

43 NANOREMEDIACAO UTILIZANDO NFEZ

Para avaliar a eficiéncia de degradag¢do do PCF pelas nanoparticulas de ferro, conduziu-
se ensaios de nanorremediacdo, buscando estabelecer valores para o ensaio final de

nanobiorremediagdo. Estes experimentos obedeceram aos limites de toxicidade avaliados nos
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itens 4.1.1 e 4.1.2, tanto para o contaminante quanto para o agente redutor, afim de preservar a

microbiota do solo.

A Figura 36 apresenta a degradacdo do PCF utilizando diferentes concentracdes de
nkeZ.

Figura 36 - Degradacgao de PCF por nFeZ.
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A concentragao inicial de PCF na contaminacao do solo foi de 20 mg/Kg, considerando
resultados de experimentos anteriores que verificaram o maior impacto do contaminante sobre
a microbiota do solo em concentra¢des acima desta. Quanto a concentracdo de nanoferro,
utilizou-se 15 e 50 g/kg, pois os ensaios de toxicidade mostraram que, em tais niveis, o nFeZ
nao gerou efeito téxico sobre os microrganismos do solo.

De acordo com a Figura 36 observa-se que houve um decaimento da concentragdo
inicial de PCF de 20 mg/kg para 14,94 e 5,03 utilizando-se 15 e 50 g/kg de nFeZ
respectivamente. Tal atenuacao ocorreu apos 48 h e gerou taxas de degradagdo do contaminante
de 25% utilizando 15 g/kg de nFeZ e de 75% com 50 g/kg de nFeZ.

Utilizou-se a equagdo da reta para se estimar o valor necessario de nFeZ para se atingir
concentragdo de PCF proxima de 8mg/Kg, partindo da concentracdo inicial de 20 mg/kg.
Apartir da equagdo gerada pela reta, substituiu-se o valor de Y por 8 mg/kg, chegando-se ao
valor de x de 36,84 g/kg de nFeZ.

Desta forma, a concentracdo de nFeZ necessario para se chegar através da
nanorremediagdao a 8 mg/kg de PCF foi de 36,8 g/kg de nFeZ. Para facilitar o procedimento

laboratorial, foi adotada a concentracdo de 40 g/kg de nFeZ. Esta concentragdo de nFeZ, no
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teste de toxicidade (item 4.1.1), ndo teve impacto negativo sobre a microbiota, podendo,

portanto, ser usada sem comprometer condi¢des de biodegradagao do PCF.

4.4 NANOBIORREMEDIACAO

O teste de nanobiorremediacgao deste trabalho foi concebido a partir de ensaios prévios,
que definiram concentra¢des de contaminante (20 mg/kg de PCF) e agente redutor (40 g/Kg de
nFez) convenientes a microbiota e ao processo de descontaminagdo de solo contendo PCF.

Amostras de solo contaminado com PCF autoclavadas e ndo autoclavadas, além de solo
controle foram analisados. Tais amostras foram submetidas a avaliagdo da produ¢ao de CO;
para o monitoramento da atividade microbioldgica, bem como a testes de degradacao, a fim de
quantificar a concentracao de PCF restante no solo.

O acumulo de CO; foi monitorado durante 80 dias e esta apresentado na Figura 37.

Figura 37 - Acimulo de CO; de diferentes condigdes experimentais para a

nanobiorremediacao.
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Observa-se que ao longo do tempo a liberagdo de CO> manteve-se baixa, com valores
que chegaram proximos a 80mgC-COz/kg para o controle, 65mgC-COx/kg para o solo ndo
esterilizado e 40mgC-CO2/kg para a amostra autoclavada. Tais niveis demonstram uma baixa
atividade microbiana dos microrganismos do solo em decorréncia da baixa disponibilidade de

carbono no ambiente.
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A amostra controle gerou o maior acimulo de CO> do ensaio, pois nesse caso nao houve
a adicao do PCF, s6 de nanoferro. Além da auséncia do comportamento toxico do contaminante,
o revestimento orgdnico presente nas nanoparticulas serviu como alimento para os
microrganismos, promovendo assim liberagcao de CO».

Em relacao ao solo nao autoclavado, o acimulo de CO2 abaixo do controle indica que
a presenga do PCF gerou um ambiente desfavoravel aos microrganismos, gerando baixas taxas
de producdo de CO.. No ultimo periodo de monitoramento, a partir do tempo 70 dias o valor
de acimulo de CO; entre a amostra com e sem PCF permaneceram muito proximos, indicando
auséncia da influéncia toxica do contaminante em razao da sua degradacdo. Ainda, este fato
mostra que a concentragdo de PCF inicialmente adicionada ao solo de 20mg/Kg, como
esperado, ndo teve nivel de toxicidade elevada a ponto de promover a eliminacdo dos
microrganismos do solo. O nFeZ, por sua vez, reduziu a concentracdo inicial do PCF,
fornecendo a eles um meio propicio para sua recuperacao.

A amostra autoclavada mesmo esterilizada gerou acumulo de CO». Ainda que inferiores,
estas taxas representam contaminac¢ao cruzada, ja que o solo foi autoclavado antes da
contaminagdo, fazendo com que microrganismos presentes nos demais procedimentos tenham
sido inseridos neste solo. O aumento na taxa de produ¢do de CO> com o passar do tempo pode
ser atribuido as analises. Tal procedimento exige a abertura dos respirdmetros para a retirada
da solucdo a ser analisada, diminuindo, portanto, as condigdes estéreis no decorrer do
experimento.

Considerando os valores de producao de CO, apresentados na Figura 37 percebe-se que
a maior parte do carbono disponivel no solo j& foi metabolizado pelos microrganismos e
transformado em CO- nestes 80 dias de monitoramento, justificando a estabilizacdo dos valores.
As fontes de carbono consideradas sao o PCF, nFeZ e matéria organica do solo.

Dos 20 mg/kg de PCF inseridos no solo, estima-se que 27% ou 5,4 mg/kg sdo apenas
de carbono. O nanoferro possui 1% de lactato, composto em 40% de carbono, que no teor de
40 g/kg forneceu ao sistema cerca de 160 mg/kg do elemento. Quanto ao carbono existente na
matéria organica no solo, trata-se de apenas 0,06%, totalizando 6 mg/kg.

Portanto, a massa de carbono neste contexto totaliza 171,4 mg/kg. Contudo, a NBR
14283, que descreve o método respirométrico, admite que cerca de 50% do carbono presente
nas amostras se incorpora ao solo através da mineralizagdo. Considerando esta taxa de
mineralizagdo, o valor disponivel para a microbiota metabolizar manteve-se proximo a 85

mg/kg, estando muito proéximo ao valor real de CO2 acumulado neste experimento.
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Por fim, ¢ possivel constatar que houve a degradacdo do PCF na amostra nao
autoclavada e, por isso, seu valor de acimulo de CO> manteve-se proéximo ao do controle no
final do ensaio, mostrando que, como previsto, o nFeZ degradou a concentracao inicial do PCF.
Assim, estabeleceu-se um ambiente favoravel aos microrganismos, sem a influéncia toxica da
concentragdo inicial do contaminante adicionada ao solo. A degradagdao do PCF pode ser
observada na Figura 38.

Figura 38 - Degradacao do PCF ao longo do tempo.
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Letras iguais significam que ndo ha diferenca estatistica (p>0,05) pelo teste de Tuckey.

De acordo com os valores de concentracdo de PCF, constata-se a ocorréncia da
degradacao do contaminante ao longo do tempo. A primeira analise de concentragdo, ocorrida
apos 24 horas da inser¢do de nFeZ mostram que neste periodo a degradacdo do contaminante
foi cerca de 40%, chegando na concentragdo de PCF de 10,9 mg/kg para o solo ndo autoclavado
e 12,5 mg/kg no solo autoclavado, sendo a contaminacao inicial de 20 mg/kg.

Apos 14 dias de reacdo, a degradagdo foi de cerca de 65% do PCF, que se manteve na
andlise realizada no tempo 21 dias, se considerado o desvio padrdo entre as amostras. As
analises do tempo 21 e 30 dias resultaram em valores de concentracao de PCF sem diferenca
estatistica como demonstra o teste de Tuckey apresentado na Figura 38. Ao longo dos 30 dias
de experimento, a concentracao final de PCF chegou em 4 mg/kg no solo autoclavado e 3,05
mg/kg para o solo ndo autoclavado, representando uma eficiéncia de remedia¢do de 80 e 85%

respectivamente. Nesta concentragdo de PCF, as amostras estdio muito proximas do valor
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admitido pela legislagdo para areas agricolas, demonstrando bons valores de decaimento do
contaminante em apenas 30 dias.

Ap6s 60 dias de monitoramento, o teste de degradacao do PCF do solo apontou que a
concentragdo restante no solo autoclavado era 0,44 mg/kg e ndo autoclavado 1,57 mg/kg como

demonstrado na Figura 38. Isto representa uma degradag@o de mais de 95% para os dois casos.

Houve reducao satisfatoria do contaminante através da técnica empregada, no entanto,
a andlise estatistica apresentada na Figura 38 mostra que a Unica via de degradacdo existente
no processo foi através da transferéncia de elétrons do nFeZ. A semelhanga estatistica entre os
valores de concentragdo para as amostras autoclavadas e ndo autoclavadas, especialmente a
partir do tempo 15 dias, verificam a auséncia da biodegradacao do contaminante, sugerindo que
a degrada¢do do PCF obtida no experimento ocorreu em fungdo da presenga das nanoparticulas
no solo.

Sabe-se que o nFeZ e as bactérias podem complementar-se um ao outro no processo de
degradacdo do PCF, ja que ambos sdo capazes de promover a desalogenacgao redutiva (WANG
et a., 2016), mas as taxas lentas dos processos biologicos envolvidos dificultaram a
biodegradacao do PCF, considerando o tempo de avaliacdo do experimento. Segundo Loffer et
al. (2013), a desalogenacao redutiva mediada por bactérias ¢ extremamente lenta e pode levar
longo periodo de tempo, de modo que o avaliado neste caso ndo foi suficiente.

Contudo, foi observado no ensaio de acimulo de CO; que a degradacdo do teor inicial
do contaminante pelo nFeZ forneceu aos microrganismos condi¢des de sobrevivéncia no meio,
possibilitando a eles a retomada de sua atividade e a degradacdo do PCF restante. Além de
diminuir a toxicidade através da reducao do contaminante, Kocur et al. (2015) afirmam que o
nFeZ pode fornecer condigdes favoraveis de crescimento das bactérias fornecendo H> como
doadores de elétrons.

Em relacdo a concentracdo de nFeZ utilizada, a degradacdo do PCF gerada foi
satisfatoria apds 30 dias de reagdo. De acordo com os dados, pode-se afirmar que a reatividade
do nFeZ ocorre em fungdo do tempo, € mesmo que com taxas mais lentas se comparadas as do
inicio da reacao, permanece doando elétrons por longo periodo apds sua adigdo. Isso pois a agao
do nFeZ sobre as moléculas de PCF ¢ limitada e diminui com o passar do tempo, provavelmente

em funcdo da diminuigio dos elétrons com consequente oxida¢do para F>*. Além disso, segundo
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Wang et al. (2016), em ambiente aquoso, o nFeZ perde sua capacidade redutiva pela reacao
com os ions H+ da agua. Estes servem como aceitadores de elétrons e competem com o PCF
neste caso, para a reagdo com os elétrons doados pelo nFeZ.

Destaca-se, portanto, a importancia do monitoramento da degradagdo a longo prazo apos
a adi¢ao do nFeZ. Na auséncia deste monitoramento, se considerado somente a analise apds 24
horas, se faria necessario doses maiores de nFeZ. Através das analises ao longo do tempo foi
possivel comprovar que a concentracgao inicial de nFeZ utilizada foi suficiente para degradacao
satisfatoria do contaminante.

Por fim, a readaptacdo da microbiota ao ambiente previamente toxico em funcao da
presenca do PCF que esta mostrada na figura 37, pode ser entendida como potencial para
biodegrada¢do de contaminantes eventualmente presentes no meio. Considerando esta
possibilidade como processo subsequente ao ocorrido neste experimento, pode-se considerar
que a quantidade de nFeZ utilizada poderia ser ainda menor, diminuindo custos e estimulando
seu uso, sem comprometer o processo de remediagao do solo contaminado com PCF, que neste

caso, enquadrou-se ao valor exigido na legislacao ambiental.
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5 CONCLUSAO

Este trabalho avaliou todos os processos envolvidos na nanobiorremediacdo de solo
contaminado com pentaclorofenol.

As concentragdes de nFeZ testadas nao apresentaram efeito tOxico aos microrganismos,
de modo que o revestimento das nanoparticulas serviu como fonte de carbono aos
microrganismos. Ainda, para o ensaio de nanobiorremediacdo, concentracdes até 50 g/kg
poderiam ser utilizadas, j& que neste ensaio este foi o limite maximo invetigado;

Todas as concentracdes de PCF testadas tiveram influéncia toxica aos microrganismos
do solo, com mais intensidade a partir de 20 mg/kg. A menor concentracdo utilizada, de 3
mg/kg, gerou valores de acimulo de CO; muito préximos aos da amostra Controle.
Considerando demais teores e niveis de toxicidade testados, a concentragdao limite de PCF
estipulada para o ensaio de nanobiorremediacao foi de 20 mg/kg, objetivando-se chegar através
do nFeZ a 8 mg/kg;

Obteve-se as melhores eficiéncias de recuperacao através da agitagao da mistura de solo
contaminado e metanol, com posterior centrifugacao, filtragdo e leitura em espectrofotometro
no comprimento de onda de 230 nm.;

O ensaio de nanorremediacao mostrou que para a reducao da concentragao do PCF de
20 para 8 mg/kg, eram necessarias 40 g/kg de nFeZ. Este teor ndo foi considerado tdxico no
ensaio de toxicidade, podendo, portanto, ser utilizado;

A nanobiorremediacdo mostrou através do ensaio de acumulo de CO: que apos a
degradagao do PCF pelo nFeZ, os microrganismos se readaptaram ao meio e retomaram suas
atividades metabdlicas. Quanto a degradagao, apos 60 dias de ensaio, a eficiéncia de degradacao
do PCF foi de 95% tanto no solo autoclavado quanto no solo ndo autoclavado. Anélise dos
dados de degradagdo mostraram semelhancga estatistica entre os dois tratamentos, pontuando a
auséncia da biorremedia¢cdo, de modo que a unica via de degradacdo do PCF que ocorreu no
solo foi através do nFeZ.

O teor de nanoferro utilizado neste experimento foi suficiente para degradagao do PCF,
e assim proporcionou aos microrganismos condi¢des da retomada de suas atividades. Desta
forma, a nanobiorremediagdo apresentou potencial para aplicagdo em areas contaminadas
através da utilizagdo de concentragdes mais baixas de nFeZ, capazes de diminuir concentragdes
iniciais mais altas e propiciar a microbiota condi¢des para a biodegradagdo de teores restantes

do contaminante;
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Destaca-se ainda a importancia do monitoramento da degradagao por um longo periodo,
visto que foi comprovado através dos ensaios que o nFeZ continua seu processo de reducao do

contaminante por até 60 dias ap6s sua aplicagao.
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