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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo monitorar o processo
de atenuagédo natural (AN) de um solo franco-argiloso, caracte-
ristico do Estado do Rio de Janeiro, artificialmente contaminado
com 10% (m/m) de dleo diesel puro (BO) ou 6leo diesel comer-
cial (B4). A prévia caracterizagdo fisico-quimica, quimica e mi-
crobiolégica do solo virgem, revelou a presenga de 10" NMP/ g
solo de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos (hidrocar-
bonoclasticas (BHC)). O solo ndo tinha histérico de contamina-
¢ao por hidrocarbonetos (HC), era acido e apresentava baixa
fertilidade. Os ensaios de AN foram realizados em sistemas
reacionais, confeccionados em PVC, com 20 cm de diametro e
60 cm de comprimento, contendo 18 kg de solo, visando moni-
torar a degradacdo dos HC em diferentes profundidades (20,
40 e 60 cm), por 20, 40 e 60 dias. Os resultados obtidos indica-
ram que, mesmo as caracteristicas do solo ndo sendo ideais
para a atividade microbiana, a degradagao do diesel BO foi de
14% em 60 dias. Na presenca de biodiesel, ou seja, solo con-
taminado com B4, nao foi possivel definir a degradagéo de HC,
embora a populagdo de BHC tenha se mantido ativa. A analise
dos solos oriundos da NA, mediante ensaios ecotoxicologicos
para sementes de Lycopersicon esculentum (tomate), apontou
a presenga de compostos residuais toxicos, sendo o solo con-
taminado com B4 mais téxico do que o contaminado com BO.

Palavras-chave
Monitoramento, atenuagdo natural, solo contaminado, 6leo
diesel.



ABSTRACT

This study aimed at monitoring the natural attenuation (NA)
process of a sandy-clay, characteristic from Rio de Janeiro,
artificially contaminated with 10% (w/w) of pure diesel oil (BO),
or commercial diesel oil (B4). The previous physical-chemical,
chemical and microbiological analysis of the virgin soil revealed
the presence of 10" MPN / g of hydrocarbon degrading bacteria
(hydrocarbonoclastic (BHC)). There was no contamination
history by hydrocarbons (HC) in the soil. It was acid and there
was low fertility in it. The NA tests were performed on PVC
reaction systems, 20 cm in diameter and 60 cm long, containing
18 kg of soil, for monitoring the HC degradation at different
depths (20, 40, 60 cm) for 20, 40 and 60 days. The results
indicated that even the characteristics of the soil were not ideal
for microbial activity, the diesel BO degradation was 14% in 60
days. In the presence of biodiesel, which means soil contaminated
with B4, it was not possible to define the degradation of HC,
although the population of BHC has remained active. The analysis
of soil from the NA, via ecotoxicological tests for seeds of
Lycopersicon esculentum (tomato), showed the presence of
residual toxic compounds; the B4-contaminated soil being more
toxic than the BO-contaminated one.

Keywords
Monitoring, natural attenuation, contaminated soil, diesel oil.



Monitoramento da Atenuagdo Natural de Solos... 9 _

1| INTRODUCAO

Os problemas de poluicdo e degradacdo ambiental agravaram-
se com o desenvolvimento dos centros urbanos e, sobretudo, a
partir da Revolugao Industrial, por conta do aumento da gera-
¢ao de residuos sdlidos, efluentes liquidos e compostos vola-
teis (LEITE, 1995; DIAS, 2000).

Poluentes ambientais sédo definidos por Hutzinger e Verkamp
(1981) e Brasil (1981) como compostos quimicos de origem
sintética ou natural, que sao liberados no ambiente, através de
atividades antropogénicas, causando efeitos indesejaveis aos
seres humanos podendo, ainda, comprometer a biota, tornando
inviavel a utilizagao dos recursos para fins comerciais, industri-
ais e recreativos. Na maior parte das vezes, o efeito indesejavel
é um efeito toxico, isto €, um efeito prejudicial a vida (DIAS,
2000). Tém importancia ndo sé nos aspectos ambientais e de
saude publica, mas também, e principalmente, na ocorréncia
de episddios criticos de poluicdo de dmbito mundial, tais como
a questdo das areas contaminadas (GUNTHER, 2005). Como
consequéncia, & crescente a preocupagao dos especialistas e
das autoridades, o que tem motivado a busca por medidas
preventivas da contaminacdo do ambiente ou remediar as
areas ja afetadas.

A intensa movimentagao de 6leo cru e derivados pode, ocasio-
nalmente, causar a poluicdo tanto de solos quanto de cursos
ou corpos de agua. Por exemplo, 40 milhdes de litros de 6leo e
derivados, aproximadamente, foram, acidentalmente, langados
no meio ambiente entre 1975 e 2004, impactando solos, rios,
manguezais e praias, no Brasil (BAPTISTA, 2007).

No caso dos solos, o impacto por hidrocarbonetos, que pode
afetar, inclusive, os recursos hidricos subterrdneos, depende
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nao so6 do tipo de contaminante, como também do tipo de solo
envolvido (i.e., argiloso, siltoso ou arenoso) (BAPTISTA, 2007).

A crescente contaminagio de solos e aguas subterraneas por
hidrocarbonetos derivados de petréleo (6leo diesel), tem sido
destaque nas ultimas décadas, principalmente em fungao da
frequéncia com que os episddios de contaminagdo sao verifi-
cados e da gravidade com que o meio ambiente & afetado.
Embora os grandes vazamentos acidentais de petréleo sejam
preocupantes e ocupem grande espag¢o na midia, estima-se
que a principal fonte de contaminagao por dleo diesel seja de-
vido a pequenos vazamentos de combustivel ocorridos em
reservatérios, a falhas mecanicas ou humanas nas operagdes
de descarga e, também, a acidentes durante o transporte
desse produto quimico, visto que o modal rodoviario tem sido o
mais empregado (BAPTISTA, 2007).

Em virtude de grande parte da frota mundial de veiculos auto-
motores utilizar o 6leo diesel como combustivel, existem varios
postos de servigo, terminais de distribuicdo e refinarias, espa-
Ihados por todo o territério nacional. Nesses casos, além da
poluicdo do solo e das aguas subterraneas, existe, ainda, a
preocupagéo da contaminacao atmosférica e do risco de explo-
sbes e incéndios. Os principais grupos de contaminantes en-
contrados nas areas contaminadas foram: solventes aromati-
cos, combustiveis liquidos, hidrocarbonetos policiclicos aroma-
ticos (HPAs), metais e solventes halogenados. Entre os com-
bustiveis liquidos, destacam-se os derivados de petréleo: éleo
diesel e gasolina (CETESB, 2010).

Nas ultimas décadas, por causa da escassez do petréleo e do
aumento crescente da concentragdo de mondxido de carbono
no ar atmosférico nos grandes centros urbanos, alguns paises,
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entre eles o Brasil, passaram a buscar fontes alternativas de
combustiveis, como o etanol e o biodiesel. Segundo a norma
da Agéncia Nacional de Petréleo (ANP), desde julho de 2009, o
percentual de biodiesel adicionado ao diesel passou de 3%
para 4%. A adigao de biodiesel ao diesel pode diminuir os im-
pactos ambientais negativos decorrentes de vazamentos, con-
siderando que o aditivo por ser de origem vegetal ou animal
pode favorecer a degradacao desse combustivel quando da
acao microbiana (MENEGHETTI, 2007).

Os hidrocarbonetos constituintes do 6leo diesel apresentam
baixa densidade e, em sua grande maioria, ndo sdo solluveis
em agua ou, pelo menos, quando em seu estado original, nao
se verifica a sua solubilizacdo em aquiferos. A forma como os
hidrocarbonetos interagem com o fluxo freatico, com os argilo-
minerais e com a matéria organica (MO) presente no solo é
complexa do ponto de vista fisico e quimico. Além disso, sdo
susceptiveis de sofrer agdes biolégicas que resultam em alte-
racado do comportamento do contaminante ao longo do tempo
(MENEGHETTI, 2007).

Atualmente, uma grande variedade de processos fisico-quimi-
cos tem sido utilizada na remogéo de hidrocarbonetos de pe-
tréleo e derivados. No entanto, a maioria dos processos utiliza-
dos para remediacdo de areas contaminadas envolve, normal-
mente, longos periodos de tempo, espaco fisico e custos ele-
vados (MENEGHETTI, 2007).

Dentre as tecnologias viaveis, tem-se a biorremediagéo, que é
um processo que utiliza agentes biolégicos, tais como micro-
organismos e plantas, para remover ou neutralizar contami-
nantes (CHAPELLE, 2000 apud MARTINS et al., 2003).
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Pelo processo de biorremediacéo, a degradacdo do poluente
se da pela agao dos micro-organismos presentes (atenuagao
natural) ou inoculados no solo contaminado (bioaumento), po-
dendo ocorrer naturalmente ou sendo estimulada pela adigédo
de nutrientes, tais como, nitrogénio, fésforo entre outros, e oxi-
génio, contribuindo para o desenvolvimento sustentavel do
meio ambiente. O processo de biodegradagdo é baseado na
capacidade de populagbes microbianas de modificar ou de-
compor determinados poluentes, como os hidrocarbonetos de
petréleo ou de seus derivados, utilizando-os como fonte de
carbono e energia para suas fungbes vitais (DIAS, 2000;
OLIVEIRA, 2008b).

1.1| Solos

Os solos sao corpos naturais com evolugdo a centenas de mi-
Ihares de anos, que compdem a cobertura pedoldgica que re-
veste as areas emersas da Terra. Por sua vez, a cobertura é
constituida por uma camada de material resultante de inUmeras
combinagdes de fatores (clima, organismos, tempo, relevo) e
de processos (remogao, adi¢do, transporte e transformagéo)
que atuam sobre os materiais de origem (rochas, sedimentos,
depdsitos organicos), o que permite a variedade de solos en-
contrados (PEDRON et al., 2004).

Segundo a Comissdo das Comunidades Européias (2002), o
solo desempenha uma grande variedade de fungdes vitais de
carater ambiental, ecoldgico, social e econdémico. Sdo fungdes
do solo: sustentagdo da vida e do habitat para pessoas, ani-
mais, plantas e outros organismos, manutencdo do ciclo da
agua e dos nutrientes, protegdo da agua subterrdnea, manu-
tengdo do patriménio histérico, natural e cultural, conservagao
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das reservas minerais e de matérias-prima, producédo de ali-
mentos e manutengéo da atividade s6cio-econdmica.

Portanto, a protecédo do solo e a limitagdo dos processos de
degradacdo deste recurso sdo, reconhecidamente, imprescin-
diveis para a sustentabilidade do desenvolvimento, sendo esta
necessidade reconhecida internacionalmente (RODRIGUES e
DUARTE, 2003).

O solo € um habitat de natureza heterogénea complexa e di-
namica, onde organismos com metabolismos dispares convi-
vem lado a lado. Diversos fatores fisicos e quimicos atuam
simultaneamente determinando as condigées ambientais, de-
vido a interagio de diversos fatores de natureza quimica, fisica
e biologica (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Por isso, pode-se
estabelecer que o solo é formado por diferentes micro-habitats
onde ocorrem relagbes de dependéncia essenciais para a so-
brevivéncia das populagdes nele presentes, proporcionando,
assim, condi¢des ideais para a ampla biodiversidade presente
em solos.

A poluicdo do solo ocorre pela introdugao de elementos ou
substancias que possam afetar a atividade dos componentes
bidticos desse ecossistema, e, por conseguinte, comprometer
sua funcionalidade e sustentabilidade (BRAGA et al., 2002).
Portanto, a poluigdo do solo esta relacionada a atividade antro-
pogénica e & dependente da concentragdo de residuos incor-
porados quer acidentalmente quer intencionalmente.

A introdugéo de contaminantes no solo pode resultar na perda
de algumas ou de varias de suas fungbes e provocar, ainda, a
contaminagdo da agua subterrdnea. A ocorréncia de contami-
nantes no solo, originados por varias fontes, acima de certos
niveis, provoca multiplas consequéncias negativas para a ca-
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deia alimentar, para a saude publica e para os diversos ecos-
sistemas e recursos naturais (RODRIGUES e DUARTE, 2003).

Um dos poluentes que merece destaque é o petrdleo e seus
derivados, pelo alto teor de contaminantes com drasticos efei-
tos no meio ambiente e na saude.

De acordo com a legislagdo ambiental, certos padrdes e indi-
cadores de qualidade do solo devem ser respeitados para con-
trole de um determinado ambiente (BRAGA et al., 2002). Para
as inuUmeras areas ja degradadas, sera necessario adotar for-
mas de tratamento diferenciadas, dependendo do caso. Em
particular, o tratamento dependera do tipo de residuo e das
caracteristicas da proépria area.

As tecnologias disponiveis para o tratamento de residuos em
solos sao diversas e, muitas vezes, precisam ser utilizadas em
conjunto para que se possa enfrentar o problema da multi-
contaminagao por componentes toxicos que ndo podem ser
tratados de uma unica forma. O tratamento desses residuos
pode incluir métodos quimicos, fisicos e biolégicos (DIAS,
2000).

1.2.| O petrdleo e seu derivado: diesel

Petréleo significa 6leo da pedra, por ser encontrado, normal-
mente, impregnado em determinadas rochas porosas denomi-
nadas de arenito, dispostas em camadas geoldgicas sedimen-
tares (FONSECA, 1992 apud OLIVEIRA, 2008b). Nele, o car-
bono e o hidrogénio estdo presentes em grandes percenta-
gens, o que comprova ser o petroleo formado principalmente
por hidrocarbonetos. Entretanto, além de compostos organicos,
o petroleo apresenta, também, outros elementos, considerados
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impurezas, que podem aparecer em toda sua faixa de ebuli¢cao,
mas tendem a convergir para as fragbes mais pesadas. As
impurezas sao: enxofre, o elemento mais abundantemente,
encontrado no petroleo na concentragao média de 0,65% (m/v);
nitrogénio, 0,17% (m/v); oxigénio e metais que podem variar de
1 a 1.200 ppm, sendo a composi¢cao e as concentragdes de-
pendentes do reservatdrio de origem.

O petroleo é constituido por uma mistura complexa de cente-
nas de hidrocarbonetos e a separagdo se da, mormalmente,
em fragGes de acordo com a faixa de ebulicdo dos compostos.
(THOMAS et al., 2001)

O oleo diesel é a fragdo do petréleo composta, principalmente,
por hidrocarbonetos alifaticos, com PE (ponto de ebuligdo) na
faixa de 250 a 400°C. E desse combustivel que depende a frota
de parte dos motores a exploséo (Ciclo Diesel), tais como 6ni-
bus, navios, locomotivas, tratores, entre outros, e também, tem
uso na geragéao de calor (CARDOSO, 2004).

Contudo, a presenca de uma mistura complexa de hidrocarbo-
netos, tais como compostos volateis, alcanos (de baixa massa
molecular) e naftalenos, o torna potencialmente fitotoxico.
Crafts e Reiber (1948) apud Adam e Duncan (2002) verificaram
que a fitotoxicidade aumenta na seguinte ordem: gasolina,
querosene, diesel e 6leos pesados. Isto indica que as fragdes
leves do combustivel causam menos danos as plantas do que
as fragdes mais pesadas, por serem menos téxicas ou por sua
maior volatilidade, o que faz com que a sua perda no solo seja
mais rapida. A fragao volatil do diesel comercial corresponde de
5 a 10% (v/v) do total na maioria dos casos.

Existem tipos especificos de 6leo diesel, cuja caracteristica
principal reside no teor de enxofre em sua composigdo. Os
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cinco principais tipos sao: 6leo diesel tipo metropolitano, inte-
rior, maritimo e padrao (CARDOSO, 2004), como mostra a
Tabela 1.2.

Tabela 1.2. Especificagdes de diferentes tipos de 6leo diesel comerci-
alizados no Brasil.

Teor de

Ti
1P enxofre (%)

Disponibilidade / Utilizagao

Metropolitano | 0,05 (ano 2005) RJ, SP, MG, SE, BA, PR, RS e ES.

PA, CE, PE, Cidades: Rio de Janeiro,
Metropolitano | 0,005 (ano 2009) | S&o Paulo, Curitiba, Belo Horizonte,
Salvador, Porto Alegre.

Distribuido nas demais cidades do

Interior 0,18 . .
pais, possuindo corante vermelho.
Maritimo ~10 Ut|||;z_71gao em motores de embarcacdes
maritimas
x Utilizado para testes em motores a
Padréo -

diesel.

Fonte: ANP e Site Petrobras (2010).

A preocupagao quanto a liberagao do enxofre para a atmosfera
é devida, principalmente, a chuva acida, que provoca danos a
saude dos seres vivos, a agricultura, e as construgdes (prédios,
dutos de superficie, e outras estruturas metalicas etc.). Por
isso, a importancia de ser feita a redugdo de enxofre no éleo
diesel, principalmente no Brasil, onde ha consumo de grandes
volumes desse combustivel, em fungcao de grande parte desti-
nada ao transporte estar concentrado em rodovias.
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Nos dias atuais, a Petrobras ja disponibiliza o diesel S50
(0,005% de enxofre) para as frotas de 6nibus urbanos de al-
gumas cidades brasileiras (Tabela 1.2), o que representa uma
reducdo de dez vezes na emissao de material particulado para
0 meio ambiente, em relagdo ao diesel S500 (0,05% de enxo-
fre). A distribuicdo atende ao cronograma estabelecido pela
Petrobras, Associagao Nacional dos Fabricantes de Veiculos
Automotores (ANFAVEA), Companhia Ambiental do Estado de
Sao Paulo (CETESB), Instituto Brasileiro de meio Ambiente
(IBAMA), Ministério do Meio Ambiente (MMA), Agéncia Nacional
do petréleo (ANP), e Instituto do Meio Ambiente (IMA) junto ao
Ministério Publico Federal, definido sob orientacdo do Ministério
do Meio Ambiente (site: Diario do Comércio, 2010).

1.2.1 | Combustivel diesel com adi¢cao de biodiesel

O biodiesel € um combustivel produzido por transesterificagdo
de Oleos vegetais (6leo de soja, carogo de algodao, palma,
amendoim, colza/canola, girassol, agafrdo, coco etc.), gorduras
animais (usualmente sebo), ou 6leos de descarte (6leos usados
em frituras) com um alcool. A escolha da matéria-prima para a
produgédo de biodiesel depende, sobretudo, dos fatores geo-
graficos e climaticos onde sera feita a sua producgao.

— O biodiesel é totalmente compativel com o diesel de
petréleo em praticamente todas as suas proprieda-
des, principalmente no numero de cetano (indicativo
adimensional da qualidade de ignicdo de um com-
bustivel diesel), o que permite a substituicdo, total
ou parcial, do diesel originado do petréleo em dife-
rentes equipamentos (NEWMAN, 1993). Comparati-
vamente ao combustivel féssil, o biodiesel ainda



_ 18 Barros, C. A. et al.

apresenta varias vantagens adicionais, como: E de-
rivado de matérias-primas renovaveis de ocorréncia
Ccomo soja, girassol, canola, mamona, milho etc., re-
duzindo, assim, a dependéncia sobre os derivados
de petréleo e preservando as suas ultimas reservas;

— E biodegradavel, ou seja, o biodiesel, ou metil éste-
res de acidos graxos, sdo compostos de baixa com-
plexidade estrutural, compostos, predominantemen-
te, de 8 diferentes acidos graxos (C16-18), incluin-
do oleato, palmitato, estearato, linoleato, miristico,
laureato e linolenato;

— Gera reducgao nas principais emissdes dos gases de
exaustdo (com excegdo de oOxidos de nitrogénio,
NOXx);

— Possui um alto ponto de fulgor, o que Ihe confere
manuseio e armazenamento mais seguros.

Além disso, o biodiesel apresenta excelente lubricidade, fato
que vem ganhando importancia se comparado ao petrodiesel
de baixo teor de enxofre, cuja lubricidade é parcialmente per-
dida durante o processo de produgdo. A lubricidade ideal do
petrocombustivel pode ser restaurada com a adigdo de baixos
teores de biodiesel (1-2%) (KNOTHE et al., 2006), ja que este é
miscivel com diesel de petréleo em qualquer proporgdo. Em
muitos paises, esta propriedade levou ao uso de misturas bina-
rias diesel/biodiesel, ao invés do diesel puro. Essas caracteri-
zadas misturas sao designadas por acrénimos, como B20 que
representa misturas de 20% de biodiesel no diesel de petrdleo.

Em outros paises, existem combustiveis a diesel contendo
altos teores de biodiesel, chegando a substituicao total, como
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€ o0 caso da Alemanha (OWSIANIAK 2009; site
www.biodiesel.gov.br).

Inicialmente, segundo Brasil (2005), foi fixado em 5% (v/v) o
percentual minimo obrigatério de adicdo de biodiesel ao 6leo
diesel comercializado ao consumidor final, em qualquer parte
do territério nacional, com prazo maximo de aplicagdo em
2013. Porém, a partir de julho de 2009, foi estabelecido pela
ANP a adi¢do de 4% de biodiesel ao diesel, e a partir de janeiro
de 2010 ja foi adotado o percentual de 5%. A adi¢éo de biodie-
sel (5%) ao diesel gerou uma economia de mais de 900 mi-
Indes de reais em importagdo de diesel por ano. Adicional-
mente, cada litro da nova mistura representa um decréscimo de
3% na emissdo de CO, para a atmosfera, correspondendo a
uma diminuicdo anual de mais de 1,2 milhdes de toneladas
dessas emissoes, além de reduzir, também, a emisséo de ma-
terial particulado.

1.2.2 | Biodegradagao dos combustiveis

O oleo diesel, puramente originado do petréleo, é constituido
de varios compostos recalcitrantes ao ataque microbiano. A
velocidade de biodegradagdo de cada composto esta estreita-
mente relacionada a sua estrutura quimica na seguinte ordem
de decréscimo de susceptibilidade: n-alcanos > alcanos ramifi-
cados > aromaticos de baixa massa molecular > ciclo alcanos
>>> gromaticos de alta massa molecular (LEAHY e COLWELI,
1990). Além disso, um maior conteido de hidrocarbonetos
poliaromaticos (HPAs) encontrados no diesel, dentre os dleos
combustiveis de destilagao média, por conta da sua persistén-
cia no ambiente, pode tornar muito mais dificil sua remediagao
(ADAM e DUNCAN, 1999).
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Estudos tém mostrado que em comparagdo com o diesel, o
biodiesel € mais facilmente degradavel por micro-organismos
(MAKAREVICINE e JUNULIS, 2003; DEMELLO et al., 2007).
Certos micro-organismos, tais como Pseudomonas oleovorans,
P. mendocina, P. aeruginosa, Marinomonas vaga, Escherichia
coli, Burkholderia gladioli, B.cepacia, Bacillus subtilis, apresen-
tam potencial para a degradagéo de biodiesel (FOLLIS, 1994;
VIEIRA et al., 2006).

Alguns pesquisadores relataram a facilidade de degradagao de
hidrocarbonetos de petréleo e seus derivados quando metil
ésteres de acidos graxos (biodiesel) estao presentes. No en-
tanto, também existem trabalhos publicados que demonstram
que a presenga do biodiesel nio interfere na degradacédo do
diesel.

1.3 | Processos bioldgicos aplicados na remediacao
de solos contaminados com petréleo e derivados

1.3.1 | Tratamentos Biolégicos

A aplicagcdo de processos biotecnoldgicos envolvendo, indivi-
dualmente ou conjuntamente, micro-organismos e/ou enzimas,
e surfatantes, com o objetivo de solucionar ou minorar proble-
mas de poluigdo ambiental, tem se tornado crescente. Logo, a
degradagao microbiana de hidrocarbonetos constitui um campo
de pesquisa em pleno desenvolvimento (BONAVENTURA e
JOHNSON, 1997). Destaca-se a biorremediagdo, que ha mui-
tas décadas, vem sendo usada com sucesso no tratamento de
efluentes industriais, esgotos domésticos, aterros de residuos
perigosos e aterros de residuos urbanos em geral (DIAS,
2000).
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A biorremediagao é uma pratica atrativa de remogao de hidro-
carbonetos de petréleo e seus derivados, por causa da simpli-
cidade da manutengdo, aplicagdo em grandes areas, baixo
custo, além da possibilidade de ocasionar a destruicdo com-
pleta do contaminante (BENTO et al., 2005).

A atenuacao natural monitorada € uma forma passiva de reme-
diacdo que envolve a atividade microbiana sem qualquer forma
de intervencéo humana (NYER, 1998 apud ROSADO, 2005). E
uma técnica simples, normalmente lenta, que depende dos
processos naturais para reduzir a toxicidade da massa e/ou a
mobilidade de um contaminante no solo (SCOW e HICKS,
2005). No entanto, as condi¢cdes ambientais devem ser ade-
quadas para se empregar tal técnica. Além disso, é necessaria
a presenga de micro-organismos nativos capazes de biodegra-
dar o contaminante presente no solo (BAPTISTA, 2007).

Em geral, os micro-organismos estdo presentes na area im-
pactada, e quanto maior o seu tempo de exposigdo aos com-
postos xenobiontes, maior a probabilidade de alguns adquiri-
rem a capacidade genética de decodificar enzimas que atuem
na degradacao desses compostos (DIAS, 2000).

Segundo a Agéncia Ambiental Norte-Americana — USEPA — o
termo “Atenuagéo Natural Monitorada” (ANM) refere-se ao uso
dos processos de atenuagdo natural que ocorrem, natural-
mente, no solo, dentro de um contexto de remediagdo monito-
rada e controlada de um sitio, em um periodo de tempo razoa-
vel, com objetivo de reduzir a concentragdo e toxicidade de
contaminantes até niveis adequados a protecao da saude
humana e ao meio ambiente (USEPA, 1999).

Em geral, a ANM tem custo reduzido quando comparado a
outros métodos de remediagdo. Além disso, € um método que
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pode ser usado antes ou apds outras tecnologias de remedia-
¢ao (MULLINGAN e YONG, 2004), podendo ser aplicado mesmo
quando o contaminante encontra-se amplamente difundido no
solo (IWAMOTO e NASU, 2001).

O sucesso da biorremediacao € dependente das espécies mi-
crobianas presentes, mais especificamente da presenga ou
auséncia de bactérias hidrocarbonoclasticas. A taxa de biode-
gradacdo depende da presenga e do numero de micro-orga-
nismos no solo capazes de degradar os compostos organicos.
Existe uma relacéo direta entre a velocidade de degradacéo e
o tamanho da populagdo, ja que quanto maior o numero de
micro-organismos capazes de degradar o composto, mais ra-
pida sera a sua degradagado (DRAGUN, 1998). O tamanho da
populagdo microbiana € maior na superficie do solo, visto que
nesta regido a temperatura, a umidade, a aeracao e a energia
sdo relativamente mais favoraveis para o desenvolvimento dos
micro-organismos (DRAGUN, 1998).

Inimeros sao os registros dos acidentes ambientais ocasiona-
dos pelo derramamento de combustiveis. Por isso, a necessi-
dade de obtengdo de um maior nimero de dados técnicos so-
bre tal problema, para que se possa promover a recuperagao
do solo contaminado, para cada caso, sem comprometer a
biodiversidade local. Pesquisar e entender a dindmica dos pro-
cessos de biorremediacado torna-se fundamental para desen-
volver atividades de descontaminagdao do ambiente contami-
nado, bem como para desenvolver uma técnica econémica e
ambientalmente viavel. Por exemplo, poucos estudos tratam da
acdo dos micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos
derivados de petréleo em solos franco-argilosos, caracterisiti-
cos de varios estados brasileiros, como € o caso do Rio de
Janeiro.
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2| OBJETIVO

O objetivo desse trabalho, portanto, foi monitorar o processo de
atenuacdo natural de um solo franco-argiloso, artificialmente
contaminado com 6leo diesel puro (BO) ou éleo diesel comer-
cial (B4) em colunas de PVC de 60 cm de altura com 22 cm de
didmetro.

Para atender o objetivo geral do trabalho, os seguintes objeti-
vos especificos foram estabelecidos:

— Avaliar o comportamento microbiano, por meio da
contagem das populagdes de bactérias heterotrofi-
cas totais (BHT) e das bactérias hidrocarbonoclasti-
cas (BHC) nativas durante a atenuagéo natural do
solo contaminado ao longo de 60 cm de profundi-
dade;

— Monitorar a degradag&o dos contaminantes no solo
por espectrometria de infravermelho, de modo a de-
finir o potencial de descontaminagéo por atenuagao
natural do solo virgem artificialmente contaminado
com diesel puro (BO) e diesel comercial (B4);

— Auvaliar o impacto toxicolégico dos solos contamina-
dos antes e apds atenuacdo natural, mediante en-
saios de fitotoxicidade.
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3 | PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1] Solo

Neste trabalho foi utilizado solo do tipo argissolo de coloragéo
avermelhada, antigo podzdlico vermelho-amarelo, bastante co-
mum no Brasil e, sobretudo, representativo do Estado do Rio
de Janeiro (RIBEIRO, 2009). O solo foi coletado no municipio
de Belford Roxo, Rio de Janeiro, em local sem historico de
contaminacgao por hidrocarbonetos de petréleo ou de seus deri-
vados. Essa area tem sido usada para empréstimo de solo para
aterro em areas de refinarias. Entretanto, existem poucas pu-
blicagbes que abordam tratamentos de biorremediacdo desse
tipo de solo quando contaminado por derivados de petréleo.

A coleta do solo se deu em 2006, quando este foi distribuido
em barricas fechadas que foram mantidas em local coberto a
temperatura ambiente. Para esse estudo, em marco de 2009, o
solo, em quantidade suficiente para o desenvolvimento de todo
o trabalho experimental, foi inicialmente seco, por espalha-
mento no patio do Centro de Tecnologia Mineral (CETEM/
MCT), onde permaneceu a temperatura ambiente durante 3
dias. O solo, ja livre de folhas, raizes e gravetos, foi desagre-
gado, peneirado e quarteado em 16 cortes de 25 kg cada. As
subamostras foram devidamente ensacadas e etiquetadas,
sendo armazenadas em camara fria a 4°C até posterior utiliza-
¢éao.

3.1.1 | Caracterizagao do solo

A analise da composi¢cado granulométrica (proporgao das dife-
rentes classes de particulas) foi realizada segundo EMBRAPA
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(1997). Esta analise se baseia na velocidade de sedimentagéo
das particulas que compdem o solo.

A determinagdo da Densidade de Particula, Densidade Apa-
rente (Bulk), Porosidade do Solo, Capacidade de Retengéo de
Agua e pH foram realizadas segundo a Instrugdo de Trabalho
(IT) elaborada pelo CETEM/MCT, conforme abaixo detalhado:

a) Densidade aparente do solo (Da) (CETEM - IT 2008-
007-00), ou densidade bulk é definida como a razéo en-
tre a massa de particulas e o volume que elas ocupam
em um recipiente.

b) Densidade das particulas do solo (Dp) (CETEM - IT
2008-008-00), também conhecida como densidade real,
pode ser definida como a massa de sélidos presentes no
solo por unidade de volume.

c) Porosidade do solo (CETEM — IT 2008-006-00) é defi-
nida como o volume dos poros do solo dividido pelo vo-
lume total de uma amostra de solo. Este pardmetro, ex-
presso em percentagem, é calculado a partir dos valores
de Densidade Aparente e Densidade de Particula.

d) Capacidade de retengéo de agua (CRA) (CETEM — IT
2008-006-00) do solo foi determinada conforme adapta-
¢ao do procedimento descrito em Watwood et al. (1991).

e) A determinacéo do pH foi realizada segundo o método
de Instrugdo de Trabalho (IT 2008-011-00) elaborado
pelo CETEM/MCT. O pH do solo foi medido utilizando o
método potenciométrico, empregando-se o potencidme-
tro da marca Analion, modelo NA 2000, previamente ca-
librado com solugdes tampéao (pH 7 e 4).
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Para a determinagdo do potencial de oxi-redugédo (Eh) foi
usado um eletrodo de platina combinado com um eletrodo de
referéncia Ag°/AgCl, e as leituras expressas em mV.

As determinagdes de carbono organico e fésforo (JARAMILLO,
1996) foram realizadas no Laboratério de Tecnologia Ambiental
(Escola de Quimica/UFRJ) e a capacidade de troca catibnica
(CTC) foi realizada no laboratério de Geotecnia da COPPE/
UFRJ. O equipamento utilizado para a quantificagdo dos
cations foi um espectrdmetro de absorgdo atbmica, marca
Perkin Elmer, modelo A Analyst 300. Os teores de nitrogénio
total e amoniacal foram determinados pelo Laboratério de Ana-
lises Minerais — COAM/CETEM, pelo método Kjeldahl, utili-
zando um cromatégrafo de ions Metrohm, com um amostrador
automatico acoplado a um sistema de dialise modelo 788 IC,
um degasificador modelo 837 IC e um detector condutimétrico
modelo 819 IC.

3.2 | Oleo diesel

Utilizou-se 6leo diesel “puro” (BO), isto é, isento de aditivos, e
diesel metropolitano comercial (B4), que contém 4% (m/m) de
biodiesel. A fim de garantir a qualidade das amostras, ambas
foram fornecidas pela Petrobras.

Nos ensaios foram usadas as mesmas amostras de combusti-
veis de modo a garantir a reprodutibilidade e a confiabilidade
dos resultados. Por isso, quantidades suficientes de cada um
dos combustiveis foram devidamente acondicionadas em reci-
pientes plasticos, etiquetadas e armazenadas sob refrigeragao
em cémara fria (4+1°C), até o momento do uso.
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3.3 | Detalhamento dos experimentos preliminares

3.3.1 | Ensaios de biodegradacgao

Sistema experimental

Os ensaios de biodegradacao de diesel (BO) e diesel/biodiesel
(B4) foram realizados em sistemas estaticos, confeccionados
especialmente para o presente trabalho, de modo a permitir a
analise do processo de biorremediacao de uma se¢éo de solo
contaminado ao longo de 60 cm. O sistema consistiu de coluna
de PVC, de 60 cm de altura e 22 cm de didmetro, composta de
3 segOes sobrepostas de 20 cm de altura cada, com a finali-
dade de possibilitar a coleta das amostras de solo em diferen-
tes profundidades (Figura 3.1). Cada reator possui uma valvula
de escoamento do percolado, a fim de permitir a checagem da
percolagéo. Cada reator foi carregado com 18 kg de solo.

Figura 3.1 Sistemas estaticos usados nos ensaios de biorremediagédo
dos solos contaminados com diesel (BO) e diesel/biodiesel (B4).
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Monitoramento da biodegradacéo de diesel BO e B4

Realizaram-se duas “baterias” de ensaios com duragédo de 60
dias cada. Na primeira etapa, o solo sofreu uma adigdo de
agua (40% da CRA) e, a seguir, foi contaminado com 10%
(m/m) de diesel puro (BO). Na etapa seguinte, a contaminagéo
do solo foi feita com 10% (m/m) de diesel comercial (B4).

Foram empregados 3 reatores de sacrificio em cada bateria de
ensaios, com a finalidade de coletar amostras representativas
de cada secao do reator, para cada um dos tempos monitora-
dos (20, 40 e 60 dias). Assim, a cada 20 dias, um reator era
sacrificado para a realizagdo das analises microbioldgicas,
quimicas e fisico-quimicas.

Para cada solo contaminado, foi realizado, também, um con-
trole abidtico, cujo sistema foi sacrificado apenas ao 60° dia de
monitoramento. Nos controles abiéticos foram utilizados solo,
agua e diesel estéreis.

O solo foi esterilizado em autoclave a 1 atm por 20 min, sendo
que o ciclo de esterilizagdo foi repetido 5 vezes seguidas.
Posteriormente, este solo foi seco a temperatura ambiente por
2 dias. No reator, o solo estéril foi lavado com solugédo do bio-
cida azida de sodio (NaN3) a 4%(m/v) para garantir a sua este-
rilidade. A agua também foi esterilizada em autoclave a 1 atm
por 20 min, e o 6leo diesel, BO ou B4 foi esterilizado por meio
do processo de filtragdo em membrana Milipore de 0,22 ym de
porosidade.

Assim, para cada condigao estudada, foram operados 4 reato-
res, totalizando 8 experimentos realizados. A descricdo de cada
sistema conduzido encontra-se na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1. Descricdo dos ensaios de biorremediagéo realizados em
coluna de solo.

Experimento Condigdo Tempo (dias)
1 20
2 Solo + Diesel BO 40
3 60
4 Controle Abidtico 60

(Solo + Diesel BO + Biocida)
5 20
6 Solo + Diesel B4 40
7 60
8 Controle Abittico 60
(Solo + Diesel B4 + Biocida)

Para cada tempo foram coletadas amostras nas profundidades
de 20, 40 e 60 cm. Os ensaios foram mantidos a temperatura
ambiente, em local refrigerado, (25+2°C), com ajustes periodi-
cos de umidade apenas na parte superficial da coluna.

No solo, para cada condicdo experimental, tempo e profundi-
dade foram feitas analises de: TPH, caracterizagcdo orgénica
das amostras, contagem de bactérias (heterotréficas totais e
hidricarbonoclasticas) e Fitotoxicidade.

3.4 | Anélises quantitativas

3.4.1 | Teor de HidrocarbonetosTotais de Petréleo (HTP)

A caracterizagdo organica das amostras de solo artificialmente
contaminadas foi feita pela analise de Hidrocarbonetos Totais
de Petréleo (HTP). Essa analise foi realizada pela técnica de
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Espectrometria na regido do Infravermelho, utilizando o anali-
sador Infracal TOG/TPH, da marca Wilks Enterprise, modelo
HART-T (Figura 3.2) (CETEM - IT 2008-005-00), sendo possi-
vel quantificar os hidrocarbonetos, apds extracdo do 6leo do
solo com solvente organico (n-hexano PA padrao HPLC).

A determinagéo de HTP por infravermelho baseia-se na medida
da absorbancia da ligagao C-H dos hidrocarbonetos presentes
na amostra. As ligacdes C-H dos hidrocarbonetos alifaticos
absorvem energia num comprimento de onda especifico, CH
(3,38 um), CH;, (3,42 um) e CHj (3,50 um) (EPA, 2001) e a
intensidade de absorgéo € proporcional a quantidade de molé-
culas de hidrocarbonetos numa amostra (NASCIMENTO et al.,
2008). Logo, € possivel converter a quantidade total de dleo na
amostra original se a razao do solvente com o 6leo for cuidado-
samente controlada, através de uma calibragao.

Figura 3.2 Equipamento Infracal, modelo HART-T da Wilks Enterprise.
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3.4.2 | Concentragao de bactérias heterotroficas totais
(BHT)

A quantificacdo de BHT foi feita pelo método do espalhamento
em superficie (spread plate method). Para tanto, uma amostra
de 5 g de solo foi suspensa em 50 mL de solugéo salina (8,5
g/L) que, uma vez homogeneizada, foi diluida em série na
mesma solugao de 10" a 107. A partir de cada dilui¢cao, ali-
quotas de 0,1 mL foram transferidas para placas de Petri con-
tendo meio agar simples (Tabela 3.2) para a quantificacdo de
bactérias heterotréficas totais. Apds incubacdo das placas a
30°+1°C, por 2 dias, foram feitas as contagens das colbnias
formadas e os resultados expressos em unidades formadoras
de colbnia (UFC) por grama de solo (UFC/g solo).

Tabela 3.2. Composicdo do Meio Agar Simples.

Componentes Quantidade (g/L)
Agar 20
Peptona de carne 5
Extrato de Lévedo 2
NaCl 5
Glicose 10

3.4.3 | Concentracdo de bactérias hidrocarbonoclasticas
(BHC)

A quantificacdo de BHC foi realizada através da técnica do
Numero Mais Provavel (NMP) (BROWN e BRADDOCK, 1990)
Para esse procedimento foram preparadas diluicbes de 107" até
107, em solugdo salina (8,5 g/L), das quais foram tomadas
aliquotas de 0,1 mL que foram semeadas em cada um de 5
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pocgos de placas multipogos, contendo 1,8 mL de meio mineral
(Tabela 3.3) e 0,1 mL de déleo cru. As placas foram incubadas a
30°+1°C, durante 7 dias, e o crescimento foi avaliado visual-
mente, sendo considerado positivo quando havia alteragao do
aspecto da gota de 6leo em relagdo ao do teste em branco. O
teste em branco consistiu da adicdo de meio mineral estéril a 5
pogos da placa e também a 5 pocos com a adicdo de meio
mineral estéril acrescido de 6leo cru. Dessa forma, pode-se
descontar qualquer efeito que néo seja causado pela presenca
dos micro-organismos a serem quantificados.

Através dos resultados positivos e negativos foram feitos os
calculos, levando em conta a diluicdo, sendo a concentragao
celular expressa em NMP/g de solo seco.

Tabela 3.3. Composi¢cao do Meio Mineral

Componentes Quantidade (g/L)
NaCl 5,0
K2HPO4 1,0
KNO3 3,0
NH4H2PO4 1,0
(NH4)SO«4 1,0
MgS04.7H20 0,2

Fonte: VECCHIOLI et al., 1990.

3.4.4 | Teste de Fitotoxicidade

Os testes de ecotoxicidade consistiram na analise da germina-
céo de sementes e crescimento da espécie vegetal Lycopersicon
esculentum (tomate). Trata-se de um teste simples e de baixo
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custo que pode indicar a agdo fitotoxica de diferentes
compostos quimicos. Estes testes foram realizados tanto para
monitorar a toxicidade do solo contaminado, apds tratamento,
bem como a fertilidade do solo virgem. Utilizou-se como teste
positivo um solo comercial fértil.

O proposito do teste foi verificar o efeito dos compostos residu-
ais no solo no crescimento do tomate, ndo sendo baseado em
outros experimentos de toxicidade citados na literatura.

Os testes foram realizados em pequenos vasos de planta con-
tendo cerca de 200 g de solo onde foram semeadas, uniforme-
mente, 18 sementes de tomate, distribuidas em 6 orificios (3
sementes para cada orificio). A espécie empregada foi
Lycopersicon esculentum, conforme recomendado pela OECD
(1984), da marca lIsla, isenta de defensivos agricolas.

No periodo do ensaio, os vasos ficaram em local arejado, com
boa luminosidade natural e, a cada 24 h, foram regados para
favorecer a germinagédo e o crescimento das sementes. Apos
20 dias, as plantas foram cortadas na altura do solo com auxilio
de uma tesoura de jardineiro, e o comprimento do caule foi
medido (Figura 3.3). Cada ensaio foi feito em triplicata.
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(C1)

(C2)

Figura 3.3.Testes de germinagdo e crescimento do tomateiro em solo
fértil (A), solo em estudo sem contaminagao (B) e detalhe da medigéo
dos comprimentos dos caules da muda oriunda do solo fértil (C1) e do

solo em estudo (C2).
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4 | RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 | Caracterizacao do solo

Preliminarmente, o solo virgem foi caracterizado granulométrica
(textural), quimica, fisico-quimica, e microbiologicamente. Na
tabela 4.1 constam os parametros analisados e considerados
mais relevantes para o processo de biorremediagao.

Segundo a classificagdo textural de solos de Lemos e Santos
(1984), o solo empregado neste estudo é da classe franco-ar-
gilosa, e de textura média, de acordo com Prado (2005).

O valor de densidade aparente determinado para o solo é re-
presentativo de superficies argilosas (FOTH, 1990) e esta no
limite considerado apropriado para o desenvolvimento microbi-
ano (ARCHER e SMITH, 1972). Solos com maiores valores de
Dp apresentam-se improprios para o metabolismo das bacté-
rias aerdbicas autéctones por conta da baixa permeabilidade e
aeragao. A permeabilidade é afetada, principalmente, pelo ta-
manho da particula e porosidade do meio. Normalmente os
solos argilosos sdo menos permeaveis (particulas menores) do
que os arenosos (particulas maiores), impedindo o fluxo de
agua de maneira efetiva e, por isso, muitas vezes sao consi-
derados impermeaveis (SEABRA, 1997). De uma maneira ge-
ral, quanto mais elevada for a densidade aparente do solo,
tanto maior sera sua compactagao € menor a sua porosidade
(KIEHL et al., 1979).

Com base nos dados de densidade aparente e densidade de
particula, calculou-se a porosidade do solo como sendo de
45,8%. Este valor é tido como adequado para a atividade mi-
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crobiana, ja que permite uma melhor permeacédo da agua e do
ar através do solo (SILVA, 1996).

Tabela 4.1 Caracterizagdo Granulométrica (Textural), Quimica, Fisica-
Quimica e Microbiolégica do Solo Virgem.

Parémetros Valores
Relagdo Areia:Silte:Argila (%) 38:30:32
Densidade aparente (Da) (g/mL) 13
Densidade de particula (Dp) (g/mL) 2,41
Capacidade de retengdo de agua (CRA) (%) 31
pH 47
Concentragdo de matéria organica* (g/kg) 3,0
Concentragao de nitrogénio (g/kg) 0,17
Carbono Organico* (Corg) (g/kg) 0,17
Fosforo* (mglkg) 5
Hidrocarbonetos Totais de Petrdleo (HTP) (g/kg) 0 (Zero)
Umidade (%) 3
Capacidade de Troca cationica (CTC)* (cmolc/dm?3) 3,72
Bactérias Heterotréficas Totais (BHT) (UFC/g solo) 108
Bactérias Hicrocarbonoclasticas (BHC) (NMP/g solo) 101

* Analises realizadas pelo Laboratério de Geotecnia da COPPE/ UFRJ.

Em relagdo a analise de pH, o solo caracteriza-se como forte-
mente acido (ALVAREZ et al., 1999) e, portanto, imprdprio para
a atividade da maioria das bactérias. Adicionalmente, a acidez
causa a perda de nutrientes pelo solo (OLIVEIRA et al., 2000),
0 que implica em menor disponibilidade dos elementos essen-
ciais para o metabolismo microbiano na degradagdo dos con-
taminantes.

O pH da maioria dos solos se situa na faixa entre 4,5 e 8,0. De
acordo com Moreira e Siqueira (2006), os horizontes superfici-
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ais dos solos em climas mais umidos s&o geralmente acidos
devido, em parte, a decomposi¢céo de serrapilheira. Também, a
chuva acida e a fixagado biolégica de nitrogénio podem contri-
buir para abaixar o pH do solo. No caso das argilas, em virtude
das cargas negativas, ocorre a atragdo de ions positivamente
carregados (cations), inclusive H*, cujo aumento na superficie
da particula acarratera em redugdo do pH a valores muito
menores do que o da solugao do solo.

Para o solo em estudo, foi determinada uma concentragdo de
carbono muito baixa, comprovando o seu histérico de néo
contaminagao, o que é corroborado pela analise de HTP.

Além da fonte de carbono, os elementos nitrogénio e fésforo
sd0 essenciais para as fungdes vitais das células microbianas,
principalmente aquelas referentes a geragdo de energia e a
sintese de constituintes celulares, sejam eles estruturais ou
genéticos (BRUNKEN e SZARFARE, 1999; GOMES, 2005;
MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Segundo JARAMILLO (1996), o
solo é considerado rico em matéria organica, nitrogénio e
fésforo, quando seus respectivos teores sdo maiores que 42
g/kg, 2,22 g/kg e 0,03 g/kg. Portanto, pode-se aferir que o solo
analisado é nutricionalmente limitado.

Apesar disso, e das outras caracteristicas fisico-quimicas e
nutricionais serem também limitantes para a atividade de bacté-
rias, no solo foi detectada a presenca de bactérias heterotrofi-
cas totais (BHT), em concentragdo relativamente elevada e,
inclusive, de bactérias hidrocarbonoclasticas (BHC), embora
em numero bastante reduzido.
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4.2 | Efeito do biodiesel na biodegradagao de 6leo
diesel em solo franco-argiloso

A seguir serao apresentados os resultados de monitoramento
da biorremediacdo de 6leo diesel puro (B0O) e 6leo diesel co-
mercial (B4), ao longo de uma coluna de solo de 60 cm por 60
dias.

4.2.1| Ensaios de atenuacdo natural de solo contaminado
com diesel puro (BO)

A Figura 4.1 mostra a variagdo da concentragao de HTP resi-
dual no solo contaminado com dleo diesel puro (BO), nos dife-
rentes pontos monitorados, ao longo do tempo. Nota-se que a
eficiéncia de degradacéo de HTP variou em fungéo da profun-
didade do solo.
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Figura 4.1. Perfil de distribuigdo de HTP residual em solo contami-
nado com ¢6leo diesel (BO) em fungdo da profundidade e tempo.
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Decorridos 20 dias da contaminagdo, no solo oriundo da ca-
mada mais proxima a superficie (20 cm), evidenciou-se a me-
nor concentragado de HTP, enquanto que, para o mesmo inter-
valo de tempo, os solos das camadas mais profundas (entre 40
cm e 60 cm) apresentaram valores proximos de concentragéo.
Tal fato pode estar relacionado a atividade degradadora ser
mais intensa nas zonas onde a disponibilidade de oxigénio é
maior. Outra possibilidade, que nao exclui a anterior, é a migra-
¢ao dos hidrocarbonetos para as camadas mais profundas do
solo.

No decorrer do tempo, verifica-se que a degradagdo € mais
eficiente na zona de 40 cm. Isto € indicativo da participagao
efetiva dos micro-organismos, mesmo em condigdes limitantes
de oxigénio.

Por outro lado, na maior profundidade, ndo se percebeu qual-
quer redugao do conteudo de HTP, possivelmente em conse-
quéncia da lenta percolagao do d6leo diesel pelas camadas do
solo ou, ainda, da migragao mais facilitada dos produtos resul-
tantes da degradacéo microbiana do dleo diesel, acarretando a
estagnacgéo dos hidrocarbonetos mais recalcitrantes nas cama-
das mais profunda do solo.

As Figuras 4.2 (A e B) apresentam as densidades das popula-
¢bes de bactérias heterotréficas totais (BHT) e bactérias hidro-
carbonoclasticas (BHC) no solo contaminado com éleo diesel
B0 em fungado da profundidade e do tempo, respectivamente.
Ainda que as condi¢des naturais do solo ndo fossem adequa-
das para o metabolismo de bactérias (Tabela 4.1), houve au-
mento de ambas as populagdes a partir do 6leo diesel como
unica fonte de carbono introduzida aos sistemas. No entanto,
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as populagdes microbianas apresentaram comportamentos
diferentes entre si.
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Figura 4.2. Variagdo dos numeros de bactérias heterotroficas totais
(BHT) e de bactérias hidrocarbonoclasticas (BHC) em solo apds
contaminagdo com dleo diesel (BO) em fungéo da profundidade e do
tempo (A= BHT; B= BHC; SV= solo virgem, sem contaminagéo).
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Apds 20 dias da contaminacdo do solo com o combustivel, foi
observado um ligeiro acréscimo de BHT em relagdo ao solo
virgem, em 40 cm de profundidade. Porém, no 40° dia, houve
uma leve redugdo das concentragdes celulares nas profundi-
dades de 20 e 40 cm. O decaimento da concentragdo das BHT
pode estar relacionado a diminuicdo da concentragdo de com-
postos mais facilmente degradaveis e, por conseguinte, ao
acumulo e toxicidade dos recalcitrantes para algumas das es-
pécies microbianas.

Na camada mais profunda do solo (60 cm), a concentragéo de
BHT permaneceu similar a do solo virgem durante todo o peri-
odo monitorado. Provavelmente, a menor atividade microbiana
nesta area deve-se a menor disponibilidade de oxigénio e,
inclusive, a toxicidade dos hidrocarbonetos em virtude da sua
maior concentragéo (Figura 4.1).

Em relagdo as bactérias hidrocarbonoclasticas (BHC), no 20°
dia, houve um aumento na profundidade de 20 cm, onde a
concentragao celular atingiu o maior valor. A analise compara-
tiva desses resultados com os do perfil de distribuicado de HTP
(Figura 4.1) mostra a importancia da presengca das bactérias
degradadoras ou hidrocarbonoclasticas para se ter a remedia-
¢ao de um solo contaminado.

Na estimativa seguinte, ou seja, aos 40 dias, observou-se uma
ligeira queda, na profundidade de 20 cm, embora depois a con-
centragao tenha se mantido constante e ainda superior a pro-
fundidade de 40 e 60 cm, em 60 dias. Isso nos mostra que a
presenca de oxigénio propicia um aumento de bactérias aero-
bias degradadoras. A leve queda da concentragdo microbiana
pode ser devido a toxicidade, em face do acumulo de compos-
tos mais recalcitrantes no ambiente, ja que houve um aumento
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da concentragdo de HTP (Figura 4.1), fazendo com que esses
micro-organismos nao sejam mais capazes de degrada-los.

Por outro lado, a densidade de BHC na camada de 40 cm pra-
ticamente ndo se alterou ao longo do tempo. No periodo de 60
dias, as concentragdes de BHC foram praticamente as mesmas
nas camadas de 20 e 60 cm de solo analisadas. Isso pode ser
explicado pela possivel adaptacédo e selecdo de espécies ca-
pazes de degradar os compostos mais recalcitrantes.

Considerando que durante o periodo monitorado, o nimero de
BHC variou para as trés profundidades analisadas (Figura
4.2B), sugere-se que a populagdo microbiana se altera, quali-
tativamente, com aumento das potencialmente degradadoras,
embora ndo haja variagédo expressiva do quantitativo. O mesmo
perfil comportamental das BHC foi evidenciado por Ferreira
(2001).

E possivel considerar a interdependéncia entre os micro-orga-
nismos no solo, onde a geragao de substancias mais simples, a
partir da degradagédo dos compostos recalcitrantes pelas espé-
cies potencialmente mais degradadoras, possibilita o desenvol-
vimento de outras espécies microbianas que, por sua vez, po-
dem estabelecer as condigbes necessarias para as primeiras
ou mesmo de outras diferentes espécies, formando-se um ciclo
de atividade microbiana.

O pH do solo ndo sofreu qualquer alteracdo em fungao da
contaminagdo com diesel nem durante o monitoramento,
variando entre 4,5 e 5,0.

A acidez do solo pode ter influenciado, negativamente, a ativi-
dade bacteriana. Porém, é importante ressaltar que, apesar do
solo nao ter tido histérico prévio de contaminagao por hidrocar-
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bonetos, e do pH n&o ser o mais adequado para o metabolismo
das bactérias, foi constatada a degradacao do diesel e au-
mento do numero de células. Em contrapartida, no controle
abiotico houve elevagdo do pH do solo, principalmente na sua
superficie, onde atingiu o valor de 8,5. A alcalinizagao pode
estar relacionada a decomposicdo do biocida empregado
(azida de sodio).

O potencial de oxidagéo-redugéo (Eh), paradmetro influenciado
pela especiacdo quimica e pela concentragcdo de oxigénio
(FISH, 1993 apud TEIXEIRA et al., 1999), ou seja, diretamente
relacionada com a profundidade de cada secdo do solo ao
longo do tempo, é mostrado na Figura 4.3. Valores de Eh posi-
tivos definem sistemas oxidados enquanto os negativos deno-
tam sistemas reduzidos (PONNAMPERUMA, 1972).

Evidenciou-se um pequeno aumento do Eh com o tempo nas
camadas mais profundas, como também para cada ponto. Essa
variagdo pode ser creditada a geracdo de substancias oxidan-
tes pelos micro-organismos autdctones, ja que a difusdo de
oxigénio através das camadas de solos franco-argilosos, com
teores de umidade superiores a 10% é relativamente baixa.

Analisando a Figura 4.3, verifica-se, também, que os valores de
Eh, em todas as condigbes apresentadas, foram superiores a
250 mV, o que é favoravel a atuagdo dos micro-organismos
aerdbicos (BITTON & GERBA, 1984). Segundo Bento (2005),
este fator tem grande influéncia na velocidade de degradagao
do dleo diesel, pois quanto mais oxidante for o solo, mais ra-
pida sera a degradacgao de seus hidrocarbonetos constituintes.
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Figura 4.3. Variagdo do potencial de oxidagdo-redugédo (Eh) para
amostras de solo contaminado com 6éleo diesel (BO) em fungéo da
profundidade e do tempo ( SV= solo virgem, sem contaminagéo).

Em sistemas redox naturais, os parametros Eh e pH estido
diretamente relacionados e, a partir de seus valores, pode-se
determinar o valor de pe (logaritmo da atividade de elétrons),
que representa o inverso do log da atividade elétrica (CAMARGO,
SANTOS & ZONTA, 1999). Para solos, o valor de pe em
fungéo do Eh (-200 a 700 mV) e do pH (4,5 a 8,5) varia de -5 a
12, indicando: solos oxidados (pe>7); solos suboxidados (pe de
2 a 7) e solos anoxicos (pe<2). De acordo com o diagrama pe,
Eh e pH, representado por Tian-Yen (CAMARGO, SANTOS &
ZONTA, 1999), o valor de pe para as amostras de solo nas
condigdes estudadas se situa entre 12 e 20 para pH de 4,5 a
5,0 e Eh variando entre 200 e 600 mV.

Os solos suboxidados diferem dos oxidados por apresentarem
valores de pe baixos o suficiente para que ocorra deplegéo de
O,, porém nao tao baixos para haver deplegéo dos ions S0.*
(estado andxico). Logo, o maior valor de pe (de 12 a 24)
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representa uma condicdo oxidada, onde a atividade elétrica é
baixa e o potencial de oxi-redugao é elevado. Quando ha
valores baixos ou negativos de pe, 0 ambiente se encontra no
estado reduzido.

No solo, a agua desloca o ar dos espagos porosos, criando
regides de anaerobiose devido a deplegdo do oxigénio e ao
aumento de CO,, o qual é produzido pela respiragdo microbi-
ana. No solo, o oxigénio livre presente é rapidamente consu-
mido pelos micro-organismos aeroébios, no processo de degra-
dagao da matéria organica. O consumo de O, influencia a ativi-
dade de elétrons na solugao do solo, enquanto que a liberagao
de CO,regula a atividade de protons na solugéo,

Como o consumo de oxigénio pelos micro-organismos € mais
rapido do que o que é suprido por difusdo através da fase
liquida nos solos, ocorre a formagdo de um gradiente de
concentragcdo de oxigénio, que da origem a duas camadas dis-
tintas, uma de oxidagdo e outra de redugdo, pois um solo
submerso ou saturado, ndo é uniformemente desprovido de
oxigénio. Desta forma, a concentragdo do oxigénio pode ser
alta na camada superficial, onde a difusdo de oxigénio é
suficiente para o consumo dos micro-organismos aerobios. Em
ambientes reduzidos, a matéria organica é a principal doadora
de elétrons usados pelos micro-organismos anaerdbios faculta-
tivos no solo, sendo NO3', Fe*, SO, etc., produtos da desassi-
milagdo da matéria organica (CO,, N,) e até ions H* usados
como aceptores de elétrons (CAMARGO et al., 1993; BARTLETT
& JAMES, 1993).

As Figuras 4.4 (A e B) mostram que ao longo do periodo moni-
torado existe uma pequena disponibilidade de nitrogénio. Nota-
se que nos primeiros 20 dias de tratamento e principalmente
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nas profundidades de 20 e 40 cm ha um pequeno aumento na
concentragdo de nitrogénio total, comparado ao solo nao con-
taminado (Figura 4.4A). Essa variacdo de nitrogénio total pode
estar relacionada a adicao de diesel, que o contém em baixas
concentragdes ou, ainda, ser resultante da lise celular e/ou
hidrélise de proteinas por enzimas extracelulares. Pode-se
perceber, também, um aumento significativo da concentragédo
de nitrogénio no controle (CA), provavelmente devido ao trata-
mento do solo com o biocida azida de sddio.

Por outro lado, a variagdo de nitrogénio amoniacal foi diferenci-
ada (Figura 4.4B). Os maiores valores foram evidenciados na
faixa de solo mais proxima a superficie (20 cm) nos primeiros
40 dias de tratamento.

Em estudos visando ao estabelecimento de relagdes nutricio-
nais adequadas para a biorremediagdo de solos contaminados
por oleo cru, verificou-se que dosagens excessivas de nitrogé-
nio (SORIANO, 2001 apud Rizzo, 2008) e de fésforo (BAPTISTA,
2007) podem interferir, negativamente, no processo de biode-
gradagao. O mesmo efeito inibitério foi comprovado por Trin-
dade et al. (2004) tendo como base estudos realizados por
Walworth et al. (2005).
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Figura 4.4. Nitrogénio total (A) e nitrogénio amoniacal (B) para
amostras de solo contaminado com o6leo diesel (BO) em distintas
profundidades (SV= solo virgem, sem contaminagdo; CA= controle
abidtico).
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Em geral, os estudos de biorremediacdo de solos contamina-
dos com o6leo cru estimam, para efeito de calculo da relagdo
C:N:P, que 85% do valor de HTP correspondem a concentra-
¢ao de carbono. Se considerada valida esta razdo para diesel,
a relagédo C:N:P para o solo apos adi¢ao de 10% m/m de diesel
sera de 100:0,2:0,005, isto é, muito aquém do indicado para o
processo de biorremediacéo, que é de 100:10:1 (JARAMILLO,
1996).

4.2.2 | Ensaios de atenuacgao natural de solo contaminado
com diesel comercial (B4)

O perfil de distribuicdo de HTP residual do solo contaminado
com oleo diesel comercial (B4), ao longo da coluna de solo e
do tempo monitorado, é apresentado na Figura 4.5. Comparati-
vamente ao perfil de HTP estabelecido para solo contaminado
apenas com diesel (Figura 4.1), evidencia-se um comporta-
mento diferenciado.

Nos dois primeiros periodos, 20 e 40 dias, verifica-se um au-
mento gradativo de HTP ao longo do reator, sendo esse com-
portamento diferente no 60° dia, concentrando menos HTP na
secao intermediaria do reator.

Para a metodologia aplicada na quantificagdo de HTP, foi utili-
zado o aparelho, Infracal, cuja eficiéncia foi comprovada no
trabalho realizado por Telhado, 2008, para esta analise em
6leo cru. A partir disso empregou-se essa técnica para a quan-
tificagdo de HTP em diesel puro (B0) e em diesel com 4% de
biodiesel (B4), ja que estes caracterizam-se por conter hidro-
carbonetos derivados de petréleo. Para a analise de diesel
puro, obtivemos resultados condizentes em todo o trabalho,
mas para o combustivel B4, observam-se resultados inconsis-
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tentes, possivelmente pelo fato da presenca do biodiesel no
diesel sendo, portanto, descartada essa analise.
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Figura 4.5. Perfil de distribuigdo de HTP residual em solo contami-
nado com ¢6leo diesel (B4) em fungdo da profundidade e do tempo.

A analise da Figura 4.6 permite evidenciar que a populagao de
BHT se manteve inalterada em relagdo ao solo virgem, durante
todo o periodo monitorado. No entanto, a presenca de biodiesel
estimulou o crescimento das BHC na maioria das condigbes
testadas.
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Figura 4.6. Concentragao das bactérias heterotréficas totais (BHT) e
bactérias hidrocarbonoclasticas (BHC) em solo apds contaminacéo
com diesel (B4) em diferentes profundidades e para diferentes tempos
de monitoramento (A= BHT; B= BHC; SV= solo virgem, sem con-
taminagéo).
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A presenga de matéria organica mais facilmente degradavel
(biodiesel) n&o alterou o pH do solo, que se manteve acido, em
torno de 5, nas trés profundidades, por 60 dias.

A adicdo de biodiesel ao diesel também ndo teve efeito no
potencial de oxi-redugéo do solo (Figura 4.7). Analogamente ao
evidenciado para diesel BO (Figura 4.3), o Eh se manteve
positivo.
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Figura 4.7. Variacdo do potencial de oxidagdo-redugéo (Eh) para
amostras de solo contaminado com diesel/biodiesel em fungdo da
profundidade e do tempo (SV= solo virgem, sem contaminagao).

Comparativamente, as concentragbes de nitrogénio total
(Figura 4.8 A) e amoniacal (Figura 4.8 B) apresentaram dife-
rentes perfis em relacdo ao ensaio de AN com solo contami-
nado com diesel (BO) (Figuras 4.4 A e B).

Observa-se um teor maximo de nitrogénio total no 60° dia de
monitoramento.
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Figura 4.8. Nitrogénio total (A) e nitrogénio amoniacal (B) para
amostras de solo contaminado com o6leo diesel (B4) em distintas
profundidades ( SV= solo virgem, sem contaminagdo; CA= controle
abiotico).
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4.2.3 | Andlise comparativa da degradagéo de
hidrocarbonetos de d6leo diesel BO e de contagem de BHT
e BHC em coluna de solo

Para fins comparativos, na Figura 4.9 foram plotados os valores
dos percentuais de degradagdo de HTP, bem como os dados
referentes as concentracées de BHT e BHC para o solo con-
taminado com diesel puro (BO).

Para o solo contaminado apenas com 6leo diesel puro (B0), a
degradagéo de HTP foi lenta, tendo inicio apds 20 dias da sua
contaminagdo. A remocdo de HTP no controle abidtico foi de
24%, atingindo, portanto, uma degradagado de 14% ao final do
monitoramento (Figura 4.9). Porém, de acordo com o perfil
apresentado, a biorremediacdo tende a continuar. Os valores
maximos, tanto de BHT quanto de BHC, ocorreram no mesmo
periodo (20 dias). Porém, com a continuidade do monitora-
mento, evidencia-se uma leve tendéncia ao declineo da viabili-
dade das bactérias heterotroficas totais. Isso pode ser devido a
selecao natural, despontando a atividade preferencial de
algumas espécies, em fungao do acumulo de fragdes organicas
de maior complexidade e, portanto, mais recalcitrantes, uma
vez que a atividade na etapa inicial se atribui ao consumo das
fragbes mais leves, ou seja, de menor complexidade. A
redugdo do numero de células também pode ser atribuida a
deplegéo de nutrientes, como, por exemplo, a fonte de nitrogé-
nio, o que é um impeditivo para a manutencao das funcgbes
vitais das células. Portanto, acredita-se que a degradacao dos
hidrocarbonetos foi favorecida pela atividade microbiana,
mesmo sem ter havido a ingeréncia para estabelecer condigdes
que favorecessem o metabolismo bacteriano.
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Figura 4.9. Monitoramento de HTP e concentragdo de bactérias
heterotroficas totais (BHT) e de bactérias hidrocarbonoclasticas (BHC)
para solo contaminado com 6leo diesel (BO).

4.3 | Avaliacao da toxicidade dos solos contaminados
apés atenuacao natural

Amostras dos solos artificialmente contaminados com dleo
diesel BO e B4, e naturalmente atenuadas, foram ensaiadas
para definir o potencial téxico dos compostos residuais gerados
pela agdo microbiana e quimica sobre os hidrocarbonetos. Os
ensaios de ecotoxicidade foram realizados com sementes de
tomate, sendo feita a observacado de percentual de germinacao
e crescimento do vegetal (Tabela 4.2).

Notou-se que no solo virgem, tanto o percentual de germinagéo
das sementes quanto o crescimento do vegetal foram bem
inferiores ao determinado para o controle positivo. Isto com-
prova o baixo valor nutricional do solo empregado.
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Tabela 4.2. Dados de ensaios de fitotoxicidade realizados com tomate
para solos contaminados apos atenuagao natural.

T q Sementes de tomate
empo de Ponto de . Altura
Amostras tratamento Germinagao A
- coleta média do
(dias) (%)
caule (cm)
Superficie 0 -
20 -
) Mistura 7 -
Solo contaminado —
com 6leo diesel 40 Superficie 14 1
(BO) naturalmente Mistura 14 -
atenuado —
Superficie 7 1
60 -
Mistura 14 -
Superficie 7 -
20 -
) Mistura 0 -
Solo contaminado —
com 6leo diesel 40 Superficie 18 1
(B4) naturalmente Mistura 0 -
atenuado —
Superficie 7 1
60 -
Mistura 0 -
Solo virgem - - 62 5
Controle positivo 2 | - Mistura 100 10
P
C(_Jntrole abidtico i Mistura 0 i
(diesel)
Controle abittico ™ .
(diesellbiodiesel) Mistura 0 -

*! Mistura dos solos nas camadas de 40 e 60 cm de profundidade; “Controle
positivo= solo comercial proprio para cultivo de plantas; *Controles abidticos=
solo contaminado adicionado do biocida azida de sédio.

Comparativamente, o solo contaminado apenas com dleo die-
sel (BO) apresentou maior germinacdo de sementes e maior
crescimento das plantas de tomate para as amostras retiradas
tanto da superficie quanto na mistura das camadas de maior
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profundidade (40 e 60 cm). No caso do solo contaminado com
Oleo diesel B4, somente as amostras superficiais do solo (20
cm) propiciaram germinagao e crescimento. Logo, na possivel
remocgado de hidrocarbonetos para o solo contaminado com
diesel/biodiesel, os compostos resultantes do processo de bio-
degradagao nao atingiram o mesmo grau de decomposigédo da
ocorrida no solo contaminado com diesel; dai, a maior toxici-
dade. A causa disto pode ser a baixa disponibilidade de nutri-
entes no solo.
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5 | CONCLUSOES

A atenuacgdo natural (AN) do solo, artificialmente contaminado
com oleo diesel puro (B0), resultou em crescente degradagao
de hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP) ao longo de 60
dias, quando foi determinada uma remocéo de cerca de 30%;
embora as condi¢cdes nutricionais e ambientais fossem desfa-
voraveis a atividade microbiana;

Comparativamente, o crescimento de bactérias heterotroficas
totais (BHT) foi maior no solo contaminado com BO, enquanto
que no solo contaminado com 6leo diesel comercial B4 houve
um aumento de BHC, o que sugere que a presenca do biodie-
sel favorece a atividade microbiana;

A avaliagdo da toxicidade dos solos contaminados com BO e
B4, apds atenuacgdo natural, por meio de ensaios de fitotoxici-
dade com sementes de tomate, revelou a presenga de com-
postos toxicos, sendo o solo contaminado com B4 o mais t6-
xico.
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