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RESUMO

A poluicdo causada pelo petréleo e seus derivados vem cau-
sando grandes problemas ambientais e ganhando atenc&o dos
ambientalistas ultimamente. O derrame do petréleo no meio
ambiente pode causar grandes problemas quando da contami-
nacao do solo. Ha vérias tecnologias para tratar o solo com as
técnicas, quimicas, fisicas e as bioldgicas; entretanto, as técni-
cas bioldgicas, como a biorremediacdo, sdo consideradas de
baixo custo e eficazes para redugdo do petréleo no solo. Po-
rém, alguns fatores podem limitar a agdo dos microrganismos
para que esses sejam capazes de reduzir esse passivo ambi-
ental, como alto peso molecular, forte adsorgao e baixa solubili-
dade desses contaminantes. Contudo, a adicdo de surfatantes
pode amenizar esses problemas aumentando a efetividade do
processo de biorremediacdo e, dessa forma, a taxa de biode-
gradabilidade do dleo no solo. Entretanto, alguns fatores preci-
sam ser investigados para se melhorar a utilizagdo dos surfa-
tantes como auxiliares na técnica de biorremediacdo. Dessa
forma, o objetivo do trabalho foi descrever algumas contribui-
¢cOes técnicas nos ultimos anos em que se tem utilizado surfa-
tante como auxiliares na biorremediagao, além de uma revisao
bibliografica sobre solo, petréleo, surfatantes e suas utilizagdes,
bem como alguns testes eco toxicoldgicos que podem ser utili-
zados para avaliar o comportamento dos surfatantes quando
adicionados ao solo.

Palavras-chave
Petréleo, biorremediagao, surfatantes



ABSTRACT

Pollution caused by petroleum and its derivatives are the most
prevalent problems in the environment. The release of crude oil
into the environment by oil spill is gaining attention in the world
and many accidents cause soil pollution and for this reason,
many techniques have been developed to cleaning up the pe-
troleum bearing soil and it knows that biological treatments are
more efficient and cheaper than chemical and physical ones.
Regarding these biological treatments, the bioremediation tech-
nology is being used for degrading crude oil in soil matrix by
using microorganisms to transform the petroleum hydrocarbons
into less toxic compounds. However, the low solubility and ad-
sorption are two major properties of high molecular weight hy-
drocarbons that limit their availability to microorganisms. Thus,
the addition of surfactants enhances the solubility and removal
of those contaminants, improving the oil biodegradation rates.
Surfactants are widely used in household, industrial products and
lately in bioremediation and, however, the behavior and fate of
the surfactant as auxiliary of bioremediation can be investi-
gated. Therefore, the aim of this work was to investigate some
works that use surfactant as auxiliary to petroleum bearing soil
bioremediation technologies and some reviews of soil, petro-
leum, surfactants and their applicability, as well as some toxico-
logical methods that can be used to investigate the fates and
the behavior of the addition of surfactant into the soil matrix.

Keywords
Petroleum, bioremediation, surfactants
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1| INTRODUCAO

O petréleo é produzido desigualmente pelo mundo sendo
transportado através dos oceanos e oleodutos e, em funcgéo
dessa grande movimentacao, ha riscos de contaminacgéo tanto
no solo quanto no mar, causando danos ao meio ambiente.
Diversas técnicas fisicas, quimicas e biolégicas vém sendo
desenvolvidas para a remogao de petréleo derramado ou para
a reducdo dos seus impactos sobre 0 meio ambiente. Dentre as
tecnologias desenvolvidas, destaca-se a biorremediagdo que
se baseia na propriedade que os microrganismos tém de meta-
bolizar os hidrocarbonetos e outros compostos encontrados no
6leo cru que representam uma fonte de energia para as bacté-
rias. Quando as bactérias consomem o 6leo, convertem-no em
produtos mais soluveis, formando, quando a conversdo é com-
pleta, CO, e H,0.

A biorremediagao vem sendo apontada como uma técnica que
consegue eliminar ou reduzir efeitos adversos dos hidrocarbo-
netos sobre o meio ambiente, sendo que a biodegradagao dos
hidrocarbonetos no solo ocorre num sistema multifasico, envol-
vendo gases (0O,/CO,), material organico insoluvel em agua,
sais dissolvidos e microrganismos. A fragéo organica do solo é
responsavel pela sor¢do de muitos compostos como, particu-
larmente, os hidrofébicos e quanto maior a fragao organica
maior o0 numero de moléculas sorvidas e quanto maior o tempo
de exposicdo desses contaminantes no solo, maior a sorgéo e
menor disponibilidade e a biodegradacdo destes compostos
hidrofébicos. Destaca-se ainda, que a sorcdo destes contami-
nantes no solo é ainda mais acentuada em solos com alto teor
de argila.
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Entretanto, ha uma possibilidade de se aumentar a disponibili-
dade destes hidrocarbonetos para que se possa configurar a
acado microbiana quando sao utilizados surfatantes sintéticos
e/ou bioldgicos. Os efeitos positivos mais conhecidos do uso de
surfatantes e/ou biossurfatantes, visando o aumento da biode-
gradacdo sdo: aumento da solubilidade dos hidrocarbonetos;
dessorcdo dos hidrocarbonetos sorvidos no solo e a difusao
facilitada dos hidrocarbonetos da fase sélida para a fase li-
quida, aumentando, assim, a disponibilidade do éleo para agao
dos microrganismos.

Diante do exposto, acredita-se que a adicdo de determinadas
concentracdes de surfatantes sdo necessarias para dessorver
os hidrocarbonetos do solo e disponibiliza-los para agao dos
microrganismos. Dessa forma, faz-se, portanto, indispensavel
um estudo mais aprofundado da aplicabilidade destas substan-
cias para fins de estimulo a biorremediagéo, visando o estudo
da toxicidade, melhor época de aplicagéo (se imediatamente
ap6s um derrame ou n&o), concentragado 6tima e forma de apli-
cagao, tendo como objetivo principal baixo custo e impacto
ambiental.
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2| REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 | Petrdleo e seus derivados

O elemento mais importante e fundamental para a ocorréncia
de petréleo em quantidades significativas em uma bacia sedi-
mentar, em algum tempo geoldgico passado ou presente, é a
existéncia de grandes volumes de matéria organica de quali-
dade adequada acumulada quando da deposicdo de certas
rochas sedimentares que sdo denominadas de geradoras. Séo
estas rochas que, submetidas a adequadas temperaturas e
pressdes, geraram o petroleo em subsuperficie. Se este ele-
mento faltar em uma bacia, a natureza ndo tera meios de subs-
titui-la, ao contrario dos outros cinco elementos constituintes do
sistema petrolifero, que mesmo estando ausentes, podem ser
de alguma forma compensados por condigbes de excegdes
geoldgicas ou por algumas coincidéncias adequadas. Rochas
geradoras s&o normalmente constituidas de material detritico
de granulometria muito fina (fragao argila). A principio, quanto
maior a quantidade de matéria organica, mais capacidade tera
a rocha para gerar grandes quantidades de petroleo. Entre-
tanto, a incorporagao desta matéria organica na rocha deve vir
acompanhada da preservagdo de seu conteudo original, rico
em compostos de C e H. Para isto, o0 ambiente deve estar livre
de oxigénio, elemento altamente oxidante e destruidor da ri-
queza em C e H das particulas organicas originais. Ou seja,
ambientes anoxicos favorecem a preservagao da matéria orga-
nica e, conseqientemente, a manutencdo da riqueza original
de rochas geradoras (MILANI et al., 2000).

O petréleo pode ser definido como um liquido viscoso, em geral
de coloragéo escura, que ocorre naturalmente, cuja composi-
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¢do quimica varia de lugar para lugar. Em geral, contém com-
postos de enxofre, oxigénio, nitrogénio, metais e outros ele-
mentos. E formado por uma mistura de diferentes hidrocarbo-
netos com diferentes pontos de ebulicdo, sendo matéria-prima
de grande importancia para a economia. Tais hidrocarbonetos
consistem em trés grandes grupos de compostos que sao:
alcanos (parafinas), alquenos (olefinas) e os aromaticos. As
parafinas sdo os maiores constituintes do petréleo, havendo
trés grandes classes de parafinas: a linear, a ramificada e os
nafténicos (CARRARO, 1977; NEIVA, 1986; BURGER, 1997).
Os hidrocarbonetos compostos de hidrogénio e carbono repre-
sentam cerca de 90% do dos 6leos crus e dependendo da sua
densidade (“gravity”), os 6leos séo classificados pelo American
Petroleum Institute (API) em varios graus, sendo que quanto
maior o grau, melhor e mais leve é o petrdleo. Todavia, alguns
fatores podem afetar o grau. API dos 6leos como a idade geo-
l6gica, a profundidade do reservatorio, o tectonismos, a salini-
dade e o teor de enxofre (CORREA, 2003).

O petréleo, como a maioria dos recursos naturais, encontra-se
distribuido de forma muito irregular na crosta terrestre. Devido
a sua complexidade de formacao, o petréleo é considerado um
bem precioso e necessario para a humanidade, sendo trans-
portado para diversos paises no mundo para subsisténcia dos
mesmos. Os derivados de petréleo sdo obtidos a partir da des-
tilacdo do dleo cru, onde as fragdes sdao submetidas a com-
plexos tratamentos para que sejam convertidas nos produtos
finais desejados, tais como: a) produtos de baixo peso molecu-
lar - gasolina (contendo em média 50-70% (p/p) de hidrocarbo-
netos alifaticos, 25-45% (p/p) de aromaticos e até 20% (p/p) de
olefinas), combustiveis de aviagdo e 6leo diesel; b) produtos de
alto peso molecular - 6leos lubrificantes e outros combustiveis;
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c) produtos de altissimo peso molecular - asfaltenos e piches O
6leo cru e o gas natural sdo encontrados em quantidades co-
merciais em reservas sedimentares situadas em mais de 50
paises de todos os continentes; sendo que as maiores jazidas
se encontram no Oriente Médio, onde se concentram mais da
metade das reservas conhecidas de 6leo cru e quase um tergo
das reservas conhecidas de gas natural (CRAVO JR., 1998;
apud BAPTISTA, 2007). A Tabela 1 mostra alguns derivados
do petréleo e suas utilizacdes.

Tabela 1. Principais fragdes do petréleo e suas aplicagdes.

~ Composicéo Ponto de Principal
Fracdes ) o Lo
aproximada ebulicdo aplicacao
Combustivel e
Gas C1-Cs Abaixo de 20 °C | Matéria-prima
industrial
Gasolina Cs-C12 40 a 200 °C Solventes, Com-
Querosene | C12-Cs 175a275°C bustivel, Matéria-
Oleo Diesel | Ci5-C1s 250 a400°C | Prima industrial
Oleo lubrifi- Oleos e graxas
cante e Acima de C47 | Acima de 300 °C g
8 para lubrificantes
parafinas
Residuo Acima de C3o _ Piche, asfalto

Fonte: Peruzzo e Canto, 1996.

2.2 | Solo

O solo é uma mistura de compostos minerais e organicos, for-
mado pela agédo de agentes fisicos, quimicos e biolégicos. A
acao desses agentes, forma nos solos faixas horizontais, de-
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nominadas de horizontes os quais Ihes d&o caracteristicas pro-
prias. Pode ser representado como um ciclo natural em que
participam fragmentos de rochas, minerais, agua, ar, seres
vivos e seus detritos em decomposi¢ao e ainda € considerado
resultado das interagdes da litosfera, hidrosfera, atmosfera e
biosfera. Os principais processos que levam a sua formacgao
séo apresentados na Figura 1 (LUCHESE et al., 2001; BRAGA
et al., 2002; ROCHA et al., 2004).

Atwridade vulcinica
Formacio da atmosfera

—l Cerca de 4,5hilhiesde
anos

Intemp erismo
( Abrasio e ataque quimico )

b

Ervsio e deposicio Swrgimento da vida na —
De material inorginico " dgua e posteriormente | Cerca de 35 milhiesde
no solo anos
A l
Residuos vegetais Cerca de 400 milhGesde
¢ animais —> anos

‘ D posicio por bactéri

Fonte: Rocha et al., 2004.

Figura 1. Processo de formagéao do solo.
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2.2.1 | Caracteristicas fisico-quimicas do solo

Fase sélida

A fase sodlida compreende uma fracdo mineral proveniente da
decomposicéo da rocha-mée pela meteorizacéo, ou seja, trans-
formacéao das rochas em solo sob a agdo dos fendbmenos clima-
ticos e bioldégicos. A outra fragdo € a organica proveniente da
decomposicédo de restos de organismos vivos, sendo que o
material organico de facil decomposi¢cao € transformado em
gas carbbnico, agua e sais minerais (LUCHESE et al., 2001;
ROCHA et al., 2004).

a) Fragédo mineral

As particulas sélidas minerais do solo sado divididas basica-
mente em trés fragbes texturais que sdo: argila, silte e areia. A
classificacdo do solo € uma proporgao relativa de diferentes
tamanhos de particulas conforme mostrado na Tabela 2.

Tabela 2. Relagao entre o tamanho da particula e o tipo de solo.

) Tamanho da parti- . N
Tipo de solo Meios de observagéo
cula (mm)
Arenoso 2,00 - 0,05 Olhos nus
Silte 0,05 - 0,002 Microscopio
Argiloso < 0,002 Microscopio eletrénico

Fonte: Prevedello, 1996.




I 16 Valéria Souza Millioli et alii

b) Textura e estrutura do solo

Num solo, geralmente convivem particulas de tamanhos di-
versos. Denominacgdes especificas sdo adotadas para diver-
sas faixas de tamanhos de gréos; seus limites, entretanto,
variam conforme os sistemas de classificagdo empregados
pela ABNT. O conjunto de silte e argila € denominado como
a fragéo de finos do solo, enquanto o conjunto areia e pe-
dregulho sdo denominados de fragdo grossa ou grosseira
do solo. A fragdo argila é considerada, com freqiiéncia, co-
mo a fragdo abaixo do didmetro de 0,002 mm, que cor-
responde ao tamanho mais proximo das particulas de cons-
tituicao mineralégica dos minerais-argila (PINTO, 2002).

A textura, que constitui a fase mineral soélida do solo, que
como ja dito anteriormente, depende das propor¢des de ar-
gila, silte e areia, tem sido utilizada como sinbnimo de gra-
nulometria. Segundo Prado (1995), o solo possui textura
arenosa quando o teor de argila + silte for menor ou igual a
15%, textura média se o teor de argila + silte for maior ou
igual a 15% e também se o teor de argila ndo superar 35%,
textura argilosa se o teor de argila estiver entre 35 e 60% e,
finalmente, textura muito argilosa se o teor de argila for su-
perior a 60%.

E por meio da andlise granulométrica que se determinam a
textura dos solos, parametro fundamental na inferéncia do
potencial de compactacéo, da disponibilidade de agua, da
aeracgao, da condutividade do solo ao ar, a agua e ao calor,
da infiltragdo e da redistribuicdo de agua (PREVEDELLO,
1996).

A classificagdo granulométrica de solos em fungao da tex-
tura pode ser feita usando o diagrama triangular de Feret.
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Entretanto, como existem varias versdes do tridngulo de Fe-
ret, deve ser informada qual versédo do diagrama foi utilizado
na classificagdo.

No diagrama de Feret (Figura 2), apresentado por Resende
et al. (2002), o solo ¢ dividido em trés classes texturais, isto
€, areia, argila e silte. A soma das porcentagens destas trés
fragcdes € 100%, e conduzem a um ponto no interior do tri-
angulo. Este ponto é localizado em areas, nas quais o tridn-
gulo é dividido, e que fornece a classificagéo do solo.

Areia
Argila
Muito
Argiloso Silte

Argila
Siltosa

ranco
Fra!'li:u Argilo
Argiloso Siltoso

Franco

Franco
Arenoso

Franco

Franco y
Sitoso

I

Fonte: Resende et al., 2002.

Figura 2. Diagrama de textura adotado pela Sociedade Brasileira de
Ciéncias do Solo.
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c) Matéria Organica

A matéria organica (MO) é proveniente da degradacgéo parcial
de residuos de animais e vegetais por via microbiana, sendo
que a populagao microbiana presente no solo produz enzimas
tais como amilases, desaminases, fosfatases e sulfatases,
responsaveis pela liberagdo de carbono, nitrogénio, fésforo e
enxofre, respectivamente, a partir de moléculas organicas
(DRAGUN, 1998; LUCHECE et al., 2001). A Tabela 3 apre-
senta algumas constituigbes da MO no solo.

Tabela 3. Constituicdo da matéria organica do solo

Matéria organica do solo

Viva: Raramente > 4% do Morta: Aproximadamente 98% do
carbono organico carbono organico
Microrganismos (60-80%)

% Fungos Matéria Macrorganica

% Bactérias % Residuos vegetais

Macrorganismos (15-30%) | Hamus (80-90%)

%  Microfauna % Substancias ndo-huimicas

e Protozoarios (30%):

¢ Nematdides . Fipl’deos

% Mesofauna e Acidos organicos

o Acaros e Proteinas

%  Macrofauna e Pigmentos

e Minhocas %  Substancias humicas (70%):
e Térmitas e Acidos humicos

e Acidos fulvicos
e Huminas

Raizes (5-10%)

Fonte: www.cnps.embrapa.br apud Baptista, 2007.
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Mineralizagdo e Humificagcdo

Os processos de degradagdo da matéria organica sédo de
natureza bioquimica e envolvem uma série de microrganismos.
Neste processo destacam-se as bactérias, os actinomicetos e
os fungos. Durante a degradagédo da matéria organica, pode-se
caracterizar dois processos fundamentais que sdo a minerali-
zacao e a humificagdo (LUCHECE et al., 2001).

A decomposicdo da matéria organica, através da mineralizacéo, €
um processo de degradacdo total, o qual pode ser resumido
pela equagao 1.

Matéria orgénica [C,O,H,..] + 2054 — CO; + 2H,0 + energia
(equagéo 1)

Assim, grandes quantidades de CO, sao liberadas em con-
dicbes favoraveis, principalmente no inicio do processo, ou
seja, quando o teor de matéria organica estd em maior quanti-
dade. A quantidade de CO, produzido pelos microrganismos,
durante a metabolizacdo da matéria organica, € um excelente
indicativo da atividade desses nos solos, pois representa a me-
dida exata da intensidade de mineralizagcdo em um determi-
nado instante, ou seja, da velocidade de decomposi¢ao
(LUCHECE et al., 2001).

A humificagéo corresponde a polimerizacdo desses compostos
organicos formando estruturas de até 50.000 u (u=unidade de
massa atémica). Os acidos humicos produzidos apresentam
grupos de estrutura aromatica complexa e variavel. Apos a
humificagao, determinados grupos presentes nos compostos
formados, caracterizam a matéria organica do solo (LUCHECE
et al., 2001).
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Fase liquida

No solo, a fase liquida e a gasosa disputam o mesmo espaco,
que corresponde aos intersticios, ou vazios, entre as particulas
do solo, constituidos pelos micro e macroporos. Portanto, as
duas fases sdo inversamente proporcionais, se uma aumenta a
outra diminui. Em condi¢gdes normais, a fase liquida ocupa os
microporos, € a fase gasosa 0s macroporos do solo.

A fase liquida do solo é constituida principalmente por agua,
onde estdo presentes solutos provenientes da dissolugcédo de
componentes tanto da fragdo mineral quanto da organica, além
do ar no solo. A agua caracteriza a umidade do solo e pode
conter fons dissolvidos como H,PO,, SO, NO;, Na*, K',
ca®, H*, NH,", Mg®*, AI*", geralmente tidos como os macronu-
trientes, e os ions Fe**, Cu®*, Mn?*, BO5>, CI, MnO,%, conside-
rados os micronutrientes necessarios a atividade metabdlica
dos microrganismos (PREVEDELLO, 1999; LUCHECE et al.,
2001).

Fase gasosa

A presenga do ar é importante, pois disponibiliza o oxigénio
necessario para a respiragao da biota do solo o que, con-
sequentemente, favorece a mineralizagdo da matéria organica
nele presente. Além do O, e do CO,, outros gases como CHy,
H.S, SO, NO, e compostos volateis (por exemplo, acidos orga-
nicos de cadeias curtas, aldeidos, alcoois, ésteres e hidro-
carbonetos) estdo presentes no ambiente gasoso do solo, po-
dendo servir como substrato ou como inibidores para a popu-
lagdo microbiana. Mesmo em solos arejados, podem existir
sitios anaerdbicos, que irdo possibilitar a atividade das bacté-
rias anaerébicas (PREVEDELLO, 1999; LUCHECE et al., 2001).
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Como descrito anteriormente, as fases liquida e gasosa estéo
em proporg¢des inversas no solo. Em consequéncia, no mo-
mento em que o solo apresenta sua capacidade maxima de
retencdo de agua, o teor de ar tende a zero. Além disso, a
quantidade de intersticios (macroporos), maior ou menor per-
centagem, depende da textura do solo. Assim sendo, um solo
arenoso que apresenta maior quantidade de macroporos que
um solo argiloso estara mais arejado do que o argiloso, nas
mesmas condigdes.

2.2.2 | Populagao microbiana no solo

Os microrganismos apresentam uma imensa diversidade gené-
tica e desempenham fungdes Unicas e cruciais na manutengao
de ecossistemas como componentes fundamentais de cadeias
alimentares e ciclos biogeoquimicos. Com base nos tamanhos
das populagdes, a biota do solo pode ser classificada como
micro, meso e macrofauna. As bactérias sdo as mais abundan-
tes no solo e incluem formas esporulantes ou ndo de bacilos,
cocos, vibribes, espirilos e filamentosos (actinomicetos), vari-
ando consideravelmente de tamanho e forma, de metabolismo
e de fonte nutricional, autotréfica ou heterotrofica (DRAGUN,
1998). A Tabela 4 mostra a distribuigéo tipica da populagao
microbiana na superficie do solo.

O interesse da utilizagdo de microrganismos na degradagéo
biolégica do dleo e seus derivados e produtos tem aumentado
nos ultimos anos. Por volta de 1903, foi descoberto o primeiro
organismo capaz de utilizar hidrocarbonetos como fonte de
energia. Recentemente, muitas espécies de microrganismos
sdo conhecidas na degradacédo bioldgica de hidrocarbonetos e
esses microrganismos podem ser isolados de aguas doces,
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oceanos como também do solo. O nimero de bactérias e fun-
gos que € capaz de degradar os hidrocarbonetos aumenta rapi-
damente no local apés um derrame de 6leo (MIROSLAV et al.,
1996).

Tabela 4. Densidade das populagdes microbianas presentes na su-
perficie do solo por m?2.

. . Populagéo
Microganismos ,
(n° de células por g de solo)
Bactérias 108 — 109
Fungos 105 -106
Algas 104 - 105

Fonte: Vieira, 1994 apud Trindade, 2002.

Baseados na descoberta de que os microrganismos endégenos
podem degradar os hidrocarbonetos de petréleo, inumeras
pesquisas vém sendo realizadas em biorremediagdo de solo
impactado com petréleo que, dentre as tecnologias desenvolvi-
das, destaca-se por ser um processo atrativo e economica-
mente viavel. Os baixos custos requeridos pelas transforma-
¢des bioquimicas, capazes de reduzir e até mesmo eliminar os
contaminantes, associados a possibilidade do tratamento no
préprio local de contaminacdo sdo fatores que favorecem a
atratividade das tecnologias de biorremediacéo.

A degradacdo de contaminantes no solo, através de processos
bioquimicos, deve ser implementada somente se as condigdes
do meio forem favoraveis. O sucesso da técnica de biorreme-
diacdo depende do estabelecimento de condigdes que aumen-
tem a atividade dos microrganismos, o que pode ser conse-
guido pelo controle dos processos interativos no ecossistema
do solo (ELEKTOROWICZ, 1994).
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O papel dos microrganismos no solo

Os microrganismos sédo capazes de transformar compostos
quimicos através de um conjunto de reacdes quimicas, deno-
minado de metabolismo. Essas reacbes dependem da ab-
sor¢ao de nutrientes e substancias energéticas que, através de
transformacgdes metabdlicas, sustentam o crescimento e a mul-
tiplicagéo, tornando-se substratos (predagéo) que serdo ingeri-
dos por outros organismos e, assim por diante, estabelecendo-
se uma sucessao trofica no ecossistema. Neste contexto, con-
sidera-se 0 metabolismo microbiano para a atividade dos mi-
crorganismos, e metabolismo do solo em referéncia ao conjun-
to de todas as transformacgdes biocatalisadas que nele ocorrem
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

A microbiota do solo € a principal responsavel pela decompo-
sicdo dos residuos orgénicos, pela ciclagem de nutrientes e
pelo fluxo de energia dentro do solo, exercendo influéncia tanto
na transformagdo da matéria organica, quanto na estocagem
do carbono e nutrientes minerais.

A biomassa microbiana é definida como a parte viva da matéria
organica e representa de 2 a 4% do carbono total do solo, sen-
do o agente de transformagdes bioquimicas. O entendimento
dos processos microbianos é importante para o conhecimento
da ciclagem de nutrientes, da dindmica da matéria organica, do
fluxo de energia do solo, sendo estes fatores importantes para
estabelecer o melhor tratamento a ser dado ao solo nhuma e-
ventual contaminagdo (JENKINSON e LADD, 1981; ASSIS et
al., 2003).

A intensidade dos processos de biotransformagao dos mate-
riais organicos no solo depende de varios fatores, sendo a
quantidade de residuos adicionada ao solo e as condi¢des
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ambientais seus principais determinantes. De acordo com o
observado na Figura 3, pode-se considerar a atividade da mi-
crobiota como um “ciclo” (respiragéo), cuja velocidade é fungao
da energia disponivel, ou seja, da quantidade de residuo orga-

nico oxidavel presente no solo.

Restos microbianos

Indistrias
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Fonte: Moreira e Siqueira, 2002.

Figura 3. Esquema das transformacgdes e ciclagem de C, N, P e S em

sistema solo-planta através da microbiota do solo.

Quanto maior a quantidade de material organico adicionado ao
solo, mais rapidamente o ciclo é realizado, envolvendo um
maior consumo de O,, com liberacdo de CO, e diferentes pro-
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dutos metabdlicos, que por sua vez resultam em aumento de
hdamus no solo. Ao final do processo, cerca de 50-70% do car-
bono adicionado sera metabolizado, dos quais 25-30% sera
incorporado em biomassa, e 5 a 10% ficara retido na fragdo
humica, completando o ciclo do carbono no solo (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2002).

Atividade microbiolégica

As propriedades bioldgicas e bioquimicas do solo, tais como:
atividade enzimatica, taxa de respiracéo, diversidade da bio-
massa microbiana, podem ser usados como indicadores no
monitoramento de alteragdes ambientais. Entretanto, as deter-
minagdes quantitativas da biomassa no solo ndo fornecem indi-
cagao sobre o nivel da atividade das populagbes microbianas
nele presentes, sendo, também, importante avaliar parametros
que estimem a atividade microbiana, tais como: o carbono
prontamente mineralizavel e a atividade enzimatica, para verifi-
car o estado metabdlico das comunidades de microrganismos
do solo (MATSUOKA et al., 2003).

A atividade biologica pode ser definida como toda reagéo bio-
quimica catalisada pelos organismos do solo. As atividades
microbianas podem ser divididas em dois tipos: gerais e espe-
cificas. As atividades gerais sdo aquelas provenientes de todos
ou quase todos os microrganismos do solo, como a respiragao
e a geracdo de calor, apresentando valores representativos
como indice de atividade total do solo. As atividades especifi-
cas sao medidas para grupos microbianos especificos, como
os fixadores de nitrogénio e os nitrificadores, entre outros
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).
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a) Respiragéo

A respiracdo representa a oxidagao total da matéria organica
por microrganismos aerébios do solo a CO,, que, para tanto,
utilizam O, como aceptor final de elétrons. Assim sendo, a
atividade de microrganismos heterotroficos aerébicos, durante a
oxidacdo de compostos organicos, pode ser avaliada tanto pelo
consumo de O, quanto pela geragéo de CO,. A medida da taxa
respiratéria € um dos mais antigos parametros para quantificar
a atividade microbiana e, ainda hoje, € uma das mais utilizadas
(KENNEDY e SMITH, 1995; MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

b) Atividade enzimatica

As enzimas do solo tém origem tanto de micro como macror-
ganismos, incluindo plantas e animais. No entanto, a atividade
das enzimas nem sempre pode ser relacionada a células meta-
bolicamente ativas. As desidrogenases, envolvidas no trans-
porte de elétrons acoplado a sintese de energia (ATP), podem
ser exemplo de enzimas diretamente envolvidas no metabo-
lismo celular (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002). Assim sendo, a
atividade das desidrogenases nos processos oxidativos das
células microbianas reflete a bioatividade geral de uma grande
parte da populagdo microbiana, 0 que permite seu emprego
como medida de atividade bioldgica (TREVORS, 1984;
NIELSEN e WINDING, 2002).

2.3 | Poluigcédo causada pelo 6leo cru em solo

As consequUéncias ambientais sdo substanciais em todo o pro-
cesso de desenvolvimento do petréleo. Cada estagio do pro-
cesso — exploragdo, perfuragéo onshore (em solo) e offshore
(em mar), refino, transporte por oleodutos ou outras formas —
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apresentam sérios riscos ao meio ambiente. A sociedade mo-
derna é dependente do petréleo, porém, representa uma das
piores fontes de poluicdo, ao causar efeitos ecoldgicos de curta
e longa duracédo e trazer prejuizos as atividades socio-econd-
micas nos territorios atingidos.

Por serem visiveis e pelas imagens sensacionais que geram,
as polui¢gdes causadas por derrame de navio-tanque ou rompi-
mentos de oleodutos sdo as que mais chamam atencido da
populacdo. Entretanto, estes tipos de acidentes representam
apenas uma parcela do total de 6leo derramado no meio ambi-
ente. A poluigdo crénica causada, principalmente, em ambien-
tes proximos as refinarias, operagdes rotineiras dos navios ou
terminais de reservatorio sdo as grandes vilas da contaminagao
de petroleo no meio ambiente (La GREGA et al., 1994).

Em solo os derrames de petroleo podem ocorrer de muitas
formas mas, os maiores eventos ocorrem com rompimento de
oleodutos, explosdes de pogos ou perfuragdo de um tanque
combustivel. As causas de um rompimento de oleoduto podem
ser diversas desde um equipamento de bombeamento danifi-
cado até mesmo por sabotagem. Entretanto, devido ao uso de
sensores e mecanismos de interrupcao de seg¢des de oleodutos
estes eventos sdo bem menores que a poluicdo do petréleo
causada por acidentes em navios-tanque. Os efeitos diretos do
6leo sobre a vegetagdo de um solo fértil resultam em efeitos
fisicos e toxicidade quimica, que dependem das caracteristicas
do déleo e do local contaminado. O impacto fisico do 6leo sobre
a vegetagéo age primeiramente através da folhagem e na su-
perficie do solo. Quando a camada de dleo se deposita na
planta, blogqueia o caminho da transpiragao, reduzindo a fotos-
sintese e causando a morte da mesma (BURGER, 1997;
PEZESHKI et al., 2000).
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2.3.1 | Transporte e transformagéo de compostos organi-
cos no solo

Ao ser adicionado ao solo, um composto organico pode sofrer
processos fisicos, quimicos e biolégicos, interagindo com as
fases solidas, liquidas, gasosas e com a microbiota do solo. O
exemplo mais importante de uma transformacéo fisico-quimica
de contaminantes organicos no solo é o que envolve o pro-
cesso de adsorgédo da molécula na particulada do solo (matéria
organica e argila, principalmente), reduzindo a concentragéo do
composto na solugéo e, consequentemente, diminuindo a dis-
ponibilidade do composto para o ataque microbiano.No solo,
todos os tipos de fixagcao de ions ou moléculas sobre ou dentro
da fase sdlida é chamada de adsorcdo. A adsorgao é definida
como adesao ou atracdo de uma ou mais camadas idnicas ou
moleculares a uma superficie. A adsor¢cdo de compostos no
solo pode ser mediada por processos fisicos, através de forcas
de Van der Waals, ou pode ser quimica, por ligacdes eletrosta-
ticas e pontes de hidrogénio, ou por ambas (GROVER,1975).

Como efeito de transformagéo quimica cita-se o efeito do pH,
que determina, muitas vezes, a prevaléncia de degradacéo da
molécula por processo puramente quimico. O pH do solo tam-
bém tem efeito bioquimico, pois influencia a atividade microbi-
ana, pois dependendo do pH do meio, havera ou nao predomi-
nancia de atividade microbiana atuando sobre a degradacéo
dos compostos organicos. Os processos de transformagéo e
degradacédo de compostos organicos no solo dependem tanto
das caracteristicas do proprio solo, como das caracteristicas
fisico-quimicas dos contaminantes, pois moléculas de peso
molecular muito alto ou elementos que contém halogénios
e/ou anéis aromaticos altamente condensados, por exemplo,
sdo mais persistentes. A persisténcia depende também da
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eficiéncia de processos fisicos de transformagéao, tais como
evaporagao, lixiviagado, erosao e absorgao, etc. A taxa pela qual
o0 composto esta disponivel na solugdo do solo pode ainda de-
terminar maior ou menor persisténcia por influenciar nos pro-
cessos bidticos ou abidticos de degradagao (ANDREA, 2003).

No caso dos processos biolégicos, o conhecimento da biodiver-
sidade genotipica e fenotipica dos microrganismos degradado-
res de compostos organicos é de grande importancia para a
compreensao dos aspectos ecoldgicos envolvidos na biodegra-
dacao microbiana. Além disso, transformagao ou degradagao
dos contaminates vai depender da estrutura do mesmo
(LICHTENSTEIN e SCHULTZ, 1964; ANDREA e PETTINELLI,
2000).

2.3.2 | Compostos persistentes no solo

Compostos persistentes sdo, por definicdo, substancias que
tém meia-vida longa, ou seja, lenta taxa de desaparecimento
no meio ambiente, devido, principalmente, a sua estabilidade
quimica (BRO-RASMUSSEN, 1986). Muitos xenobidticos per-
sistem por um longo periodo no solo, e esta persisténcia pode
ser atribuida a toxicidade de certos compostos ou a incapaci-
dade dos microrganismos de crescer e/ou biodegradar tais
compostos em determinadas condi¢gdes. Muitos pesticidas sao
considerados persistentes no solo, como o dicloro-difenil-tri-
cloro-etano (DDT) que demora cerca de 5 a 10 anos para ser
degradado (DUA et al., 2002).

Muitos compostos xenobidticos sdo produzidos em larga escala
em decorréncia de atividades industriais podendo, eventual-
mente, contaminar no meio ambiente. Os hidrocarbonetos poli-
ciclicos aromaticos (HPAs) sdo exemplos de compostos per-
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sistentes, que podem ser langados ao solo, em ocasides de
derrames de o6leo cru. Muitos estudos tém sido feitos com
HPAs devido a natureza carcinogénica e recalcitrante de mui-
tos destes hidrocarbonetos, por isso considerados os compos-
tos mais perigosos presentes no 6leo cru. Por serem persis-
tentes a natureza, a presenca de HPAs no solo causa grandes
danos aos organismos, com prejuizos inestimaveis a todo o
ecossistema por longo tempo.

A estrutura dos HPAs tem efeito significativo sobre a biodegra-
dagao, uma vez que compostos com menor numeros de anéis
aromaticos, como antraceno, fenantreno e pireno, sdo mais
rapidamente degradados do que criseno, pirileno e 1,2-
benzantraceno, que possuem maior nimero de anéis (ALAN e
FEREK, 1993; ALEXANDER, 1994; LIEBERG e CUTRIGHT,
1999). A estrutura quimica de alguns HPAs é dada na Figura 4.
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co oF° OO o
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Fonte: Glaser e Potter, 1996.

Figura 4. Estrutura quimica de alguns hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs).
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2.4 | Sistemas de tratamento de areas impactadas
com hidrocarbonetos de petréleo

Sao varios os sistemas propostos para a remediagdo areas
impactadas por petréleo. Contudo, o tratamento a ser adotado
deve considerar as condi¢bes singulares e intrinsecas da area
contaminada. Algumas alternativas de remediacédo s&o basea-
das em tecnologias como: bombeamento e tratamento (“pump-
and-treat”), aeragao in situ (“air sparging”), lavagem de solo e
re-injecéo (recarga artificial); barreiras de contengéo fisica pou-
co permeavel, biorremediacéo in situ, processos de oxidagao
quimica, processos térmicos, e as barreiras fisicas permeaveis,
processo de encapsulamento e solidificagéo etc. (FURTADO,
2005; NOBRE e NOBRE, 2003; RISER-ROBERTS, 1998). A se-
guir serdo relatadas algumas tecnologias de tratamento de solo
e aguas subterraneas.

2.4.1 | Processos Fisicos

Processos de encapsulamento e solidificacéo

A técnica de microencapsulamento € uma das mais utilizadas
para tratamento de solos impactados com altas concentragdes
de hidrocarbonetos. Nesta técnica utilizam se dois tipos de
produtos a base de agua: um emulsificante e um composto a
base de silica. A aplicagdo do primeiro produto promove a e-
mulsificagdo do hidrocarboneto, enquanto a silica reage com o
hidrocarboneto emulsionado formando um produto nao soluvel,
0 que garante a reducdo da mobilidade do hidrocarboneto e da
toxicidade (RISER-ROBERTS, 1998).
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Lavagem do solo

Estes métodos fundamentam-se no principio tecnolégico da
transferéncia de um contaminante do solo para um sequestra-
dor (ou captador) na fase liquida ou gasosa. Como resultado
do tratamento obtém-se, principalmente, o solo tratado e os
contaminantes concentrados. Em geral, as argilas tém uma ele-
vada afinidade por muitos dos compostos organicos por meca-
nismos fisicos e quimicos. Assim, para separar os contami-
nantes do solo, serd necessario promover a quebra das liga-
cbes entre as moléculas orgénicas e as particulas do solo, ou
extrair as particulas contaminadas do solo (RISER-ROBERTS,
1998). Uma das técnicas de lavagem de solo utiliza surfatantes
para remover o contaminante do solo que sao utilizados para
romper a tensao superficial do éleo, fazendo com que o mesmo
figue em solugdo na forma coloidal. Existem duas formas de
aplicacdo desta técnica, no proéprio local (in situ) ou em reato-
res. A forma in situ ndo é muito aplicada, devido a introdugéo
de mais um contaminante no ambiente, como também pela
dificuldade de estabelecer condigbes operacionais seguras
(CETESB, 2007).

Os resultados dos processos de lavagem de solo com surfa-
tantes s&o relativamente rapidos e ja vem sendo utilizado ha
muito tempo. Entretanto, a utilizacdo de biossurfatantes em
lavagem de solo é uma pratica relativamente nova, sendo que
alguns trabalhos relatam a utilizagdo de biossurfatantes em
lavagem do solo contaminado com hidrocarboneto de petréleo,
onde sao utilizadas diferentes concentragdes de um biossurfa-
tante do tipo ramnolipidio. Nestes trabalhos foi observada uma
grande eficacia no processo de lavagem, sendo extraido boa
parte do contaminante do solo (URUM et al., 2003; URUM e
PEKDEMIR, 2004).
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2.4.2 | Processos Quimicos

Os processo quimicos incluem a extragéo por solvente, desalo-
genacdo quimica e processos oxidadativos avancgados, dentre
outros. Os Processos Oxidativos Avangados (POAS), em sua
grande maioria, ha a formagao do radical hidroxila (OHe) que é
altamente oxidante e capaz de reagir com praticamente todas
as classes de compostos organicos e inorganicos. O contami-
nante é degradado através de uma série de reag¢des quimicas,
tendo como produtos finais CO,, H,O e ions inorganicos. A
oxidagdo quimica € um processo rapido, quando comparado
aos processos bioldgicos, porém, a matriz do solo é modificada
pela agcao dos agentes oxidantes, fato que nao ocorre nos pro-
cessos biolégicos (WATTS et al.,, 1993; SCOTT e OLLIS, 1995).

2.4.3 | Processos Térmicos

As necessidades energéticas dos processos térmicos sao, nor-
malmente, bastante elevadas e, ainda, podem ocasionar emis-
sOes de substancias toxicas. Contudo, em determinados casos,
podem ser utilizadas temperaturas relativamente baixas, redu-
zindo o consumo de energia. Além disso, existe a possibilidade
de minimizar a poluicdo ambiental pelo tratamento das emissdes
gasosas. Os custos desse processo dependem, ndo s6 do pro-
cesso em si, como também do teor de umidade, tipo de solo e
concentracdo de poluentes, bem como de medidas de seguran-
¢a e das regulamentagbes ambientais em vigor (ALAN e FEREK,
1993). O processo térmico mais utilizado no tratamento de resi-
duos é a incineracgdo, que é considerada por uns como forma de
disposicao final de residuos e consistem na decomposicéo tér-
mica via oxidacdo com o objetivo de tornar o residuo menos
volumoso, menos téxico ou néo téxico (CETESB, 1992).
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2.4.4 | Processos Biolégicos

Os processos bioldgicos podem ser tratados in situ (no local)
ou ex situ (fora do local). A seguir serdo relatados alguns des-
SEes processos.

Processos bioldgicos in situ

a) Contengao Hidraulica, Bombeamento e Tratamento (Pump-
and-Treat)

A remediacédo de contaminantes em solo ou agua subterrdnea
pela utilizacdo de barreira hidraulica € denominada em inglés
de 'pump-and-treat' que significa bombeamento e tratamento. E
um processo fisico ex-situ de extragdo de aguas contaminadas
da zona saturada. Neste procedimento, a agua contaminada
por poluentes organicos é retirada por bombeamento, subme-
tida a um processo de remocgéo de poluentes e descarregada,
as vezes, de volta ao reservatorio natural. Apesar de ser eficaz
no controle da migracdo de plumas de contaminagéo, o pump-
and-treat possui varias restrigdes fisicas e quimicas que limitam
a sua eficacia quanto a remediagdo a longo prazo, especial-
mente se utilizado de forma isolada, ou no caso de aquiferos
contaminados com liquidos nao misciveis com a agua (NAPLs -
Non Aqueous Phase Liquids). Técnicas adicionais e associa-
das a sistemas de controle de migracdo de plumas sao muitas
vezes recomendadas, tendo em vista o lento processo de dis-
solugao natural destes liquidos em aguas subterraneas (NOBRE
e NOBRE, 2003).

b) Barreiras reativas permeaveis (BRPs)

As barreiras reativas permeaveis (BRPs) consistem em siste-
mas de engenharia que favorecem a passagem das aguas sub-
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terraneas através de barreiras reativas que podem ser ae-
rébicas ou anaerdbicas no caso de reacbes mediadas biologi-
camente. A utilizagcdo dessas barreiras € uma tentativa de fazer
melhor uso das tecnologias naturais, de forma a acelerar o pro-
cesso de degradacdo do contaminante. No Brasil ha uma uni-
dade de cloro-soda da Braskem, em Camagari (Bahia), que faz
uso dessa tecnologia, pioneira no pais, com custo orcado em
R$ 2,5 milhdes (NOBRE e NOBRE, 2003; FURTADO, 2005). A
Figura 5 mostra um esquema de tratamento de agua subterra-
nea utilizando uma barreira reativa permeavel.

pluma remediada

h

barraira resfiva permadvel
(BRP)

plumade

comtaminagan

fomte zecundiria de
comaminagao

Fonte: Nobre e Nobre, 2003.

Figura 5. Esquema de tratamento de agua subterranea utilizando a
técnica de barreira reativa permeavel.

c) Bioventing ou bioventilagao

Esta tecnologia é vantajosa por ser um tratamento in-situ e,
também, por requerer pouca quantidade de equipamentos.
Consiste no uso de ar atmosférico para aumentar a atividade
de microrganismos aerdbicos na remediacéo de areas contami-
nadas. Solos com baixa permeabilidade, tais como os argilo-
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sos, ndo se adaptam para a utilizagdo desta tecnologia, pois
ndo se consegue suprimento de ar, rapido e adequado, para
atender as necessidades de oxigénio para o metabolismo mi-
crobiano (ALEXANDER, 1999).

d) Fitorremediagéo

E um processo bioldgico que envolve o emprego de plantas
utilizadas como agentes despoluidores de solo. Sua utilizagéo
tem sido avaliada, principalmente, em solos contaminados com
metais pesados (ACICIOLY e SIQUEIRA, 2000), petroleo e de-
rivados de petroleo (ANDERSON e WALTON, 1995; MORENO e
CORSEUIL, 2001) e outros compostos organicos (CUNNONGHAM
et al., 1996). Em geral, € mais dificil trabalhar com contami-
nantes organicos, em raz&o da diversidade molecular, da com-
plexidade de andlise e das constantes transformacdes a que
estdo sujeitos. Os metais pesados, por exemplo, sdo mais fa-
cilmente quantificados e raramente formam metabdlitos inter-
mediarios no solo, como ocorre na biodegradacdo dos conta-
minantes orgénicos. Assim, as pesquisas com compostos or-
ganicos contaminantes de solo exigem técnicas especializadas
e de custo elevado, envolvendo o uso de elementos marcados
e sofisticada instrumentagédo analitica (PIRES et al., 2003;
PROCOPIO et al., 2005). A Figura 6 mostra as variaveis envol-
vidas na técnica de fitorremediacao.
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Figura 6. Variaveis envolvidas num processo de Fitorremediagéo.

e) Atenuacao natural monitorada

O processo de atenuagéo natural monitorada (ANM) é baseado
nos principios naturais de degradacgédo in-situ e resulta da inte-
ragdo de uma série de processos quimicos, fisicos e biolégicos.
Em condi¢des favoraveis a biodegradagcao dos contaminantes
ocorre sem intervencdo humana para reduzir a massa, toxici-
dade, mobilidade, volume ou concentracido desses contami-
nantes em solos ou aquiferos. Essa tecnologia, normalmente,
demanda um tempo maior para atingir os valores estabelecidos
pela lei ambiental (NATIONAL RESEARCH COUCIL, 2000).
Quando nado ha risco que justifique a adogdo de tratamento
para acelerar a remediacdo da area, o melhor a fazer é deixar a
natureza se autodepurar, ou seja, optar pela chamada Atenua-
¢ao Natural Monitorada (NOBRE e NOBRE, 2003; FURTADO,
2006). A biodegradagéo natural pode ser indicada para com-
postos organicos volateis (VOCs), semivolateis (SVOCs) e
combustiveis de hidrocarbonetos (U.S. EPA, 1995 apud
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BAPTISTA, 2007). Algumas desvantagens desse tratamento
sao: a caracterizagdo (avaliagdo das condi¢cdes geoldgicas e
geoquimicas) e o monitoramento do local contaminado por um
longo periodo, elevando os custos do tratamento; os produtos
finais podem ser mais toxicos que os contaminantes originais;
problemas com a migracdo do contaminante no solo antes da
degradacdo, causando por exemplo, erosdo, volatilizacdo e
lixiviagdo (BAPTISTA, 2007). A Figura 7 mostra as reacgbes
envolvidas num processo de atenuacéo natural.
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Fonte: www.envirotools.org
Figura 7. Reagdes envolvidas num processo de atenuagao natural

apos um derrame de petroleo.

Processos biol6gicos ex situ
a) Biopilhas

A tecnologia de Biopilhas envolve a construcdo de células ou
pilhas de solo contaminado de forma a estimular a atividade
microbiana aerdbica dentro da pilha através de uma aeracao
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muito eficiente. A atividade microbiana pode ser aumentada pela
adicao de umidade e nutrientes como nitrogénio e fosforo. As
bactérias degradam os hidrocarbonetos adsorvidos nas particu-
las de solo, reduzindo assim suas concentragdes. Tipicamente,
as Biopilhas séo construidas sobre uma base impermeavel para
reduzir o potencial de migragdo dos lixiviados para o ambiente
subsuperficial. Uma malha de dutos perfurados instalados na
base da pilha e conectados a um compressor garante a perfeita
aeracéo do conjunto. Em alguns casos, constréi-se um sistema
de coleta para o lixiviado, principalmente quando do uso de sis-
tema de adicdo de umidade. As pilhas s&o, geralmente, recober-
tas por plastico para evitar a liberagcdo de contaminantes para a
atmosfera, bem como para protegé-la das intempéries. Como o
landfarming, a biopilha necessita de espago suficiente para o
tratamento do solo contaminado. Além disso, ao escavar o solo,
pode-se liberar para o ambiente compostos organicos volateis
(VOCs) (SEABRA, 1997; PALA, 2002).

b) Landfarming

O "landfarming” € uma das tecnologias de remediagéo que con-
siste na aplicagdo do residuo oleosos na superficie do solo, de
modo a reduzir as concentragdes dos constituintes de petréleo
por meio da biodegradagdo microbiana. O espalhamento do
material oleoso contaminante sobre o solo e a incorporagao na
camada aravel, também denominada camada reativa, pode afe-
tar diretamente e de modo diferenciado, os microrganismos res-
ponsaveis pela biodegradacdo. A biodegradagcdo microbiana,
que é o mecanismo primario de eliminacdo dos poluentes orga-
nicos do ambiente, compde a base deste tratamento, sendo de
grande importancia a manutengdo de uma comunidade microbi-
ana heterotrofica ativa, mas sdo escassos os estudos relaciona-
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dos a atividade dos microrganismos em area de tratamento de
residuo petroquimico por "landfarming” (de PAULA et al., 2006).

c) Biorreatores

Os biorreatores facilitam o controle do processo de biodegrada-
cao dos poluentes no solo, facilitando a aclimatagdo da micro-
biota e o desenvolvimento dos microrganismos. Além disso,
maximizam as taxas de degradac&o através da reducéo ou eli-
minagéo dos poluentes. O emprego dos biorreatores vem sur-
gindo como uma tecnologia viavel e decisiva para tratamento de
solo contaminado com compostos organicos (URURAY, 1998).

Baptista e colaboradores (2006) utilizaram reatores de leito fixo
para tratamento de solo argiloso contaminado com hidrocarbo-
netos de petréleo e verificaram uma remogéo de cerca de 45%
de TPH apés 45 dias de ensaio de biodegradacao.

2.4.5 | Biorremediagao de solo contaminado com hidro-
carbonetos de petroleo: o estado da arte

A biorremediacdo € um método atrativo para a remediagao de
solos contaminados com hidrocarbonetos de petréleo devido aos
baixos custos relativos ao processo. Como dito anteriormente, os
processos bioldgicos baseiam-se na capacidade dos micror-
ganismos em metabolizar uma grande diversidade de compostos
quimicos e, ainda, que eles podem gradualmente se adaptar as
fontes de carbono e de energia disponiveis. Adicionalmente,
tanto os solos quanto as aguas subterraneas contém diferentes
espécies microbianas. Por isso, a técnica de biorremediagao tem
sido amplamente utilizada na recuperacédo de solos contamina-
dos com ¢dleo cru visto que levam a transformacéo, através de
processos haturais, de xenobidticos em substancias indcuas,
sendo que o solo, como um sistema vivo para o crescimento da
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planta, ndo € destruido. No entanto, o grau de descontaminagéo
ira depender da natureza e concentragao do poluente presente,
assim como das caracteristicas do solo (AUTRY e ELLIS, 1992;
DEL'ARCO, 1999; ADENIYI e AFOLABI, 2002).

Técnicas de biorremediacédo de solo impactado com hidro-
carbonetos de petréleo

Existem basicamente duas técnicas de utilizagdo da biorreme-
diacdo que podem ser utilizadas isoladamente ou em conjunto,
dependo das caracteristicas do contaminante e do solo que
s&o o bioestimulo e o bioaumento.

O bioestimulo consiste na adigao de nutrientes (nitrogénio e
fésforo) para aumentar a atividade microbiana e a eficacia do
processo. Nesta técnica sdo adicionadas linhagens microbianas
para aumentar o potencial de biodegradacédo dos contaminantes
no solo. O nitrogénio pode ser utilizado para o crescimento celu-
lar (NH, ou NH3) e como aceptor final de elétrons (NO3), poden-
do ser adicionado na forma de uréia, cloreto de aménio ou como
qualquer sal de amdnio. O fosforo pode ser empregado como
fosfato de sodio, fosfato de potassio, sais orto fosféricos e poli-
fosfatos. Essas fontes sdo facilmente assimiladas pelo metabo-
lismo microbiano, estimulando a biodegradagéo dos contaminan-
tes (LIEBEG e CUTRIGHT, 1999 apud da CUNHA, 2004).

A utilizagao da técnica de bioaumento com a adi¢gao da popula-
¢ao nativa ou nao do solo no processo de biorremediacéo re-
sume-se na aplicagdo de bactérias e fungos que utilizam os
contaminantes organicos como fonte de alimento. Uma vez
comprovada a capacidade oxidativa de uma determinada cepa,
ou ainda da combinacgao de varias cepas, deve-se adotar mo-
delo de estudo em microcosmo para verificagdo do potencial de
adaptacao/competicdo com a microbiota nativa do solo.



I 42 Valéria Souza Millioli et alii

Os organismos mais comuns isolados em areas contaminadas
por hidrocarbonetos s&o bactérias heterotroficas dos géneros:
Pseudomonas, Achromobacter, Artrobacter, Micrococcus, Vibrio,
Acinetobacter, Brevibacterium, Corynebacterium, Flavobacterium,
Mycobacterium e Nocardia (RISER-ROBERTS,1998).

Fatores que afetam a biorremediacéo de solos contamina-
dos com hidrocarbonetos de petréleo

A velocidade da degradacdo microbiologica dos hidrocarbone-
tos é influenciada por muitos fatores que direta ou indireta-
mente tem influéncia sobre o metabolismo e, por conseguinte,
no crescimento das espécies microbianas. S&o eles:

a) Temperatura

Muitos microrganismos heterotréficos sdo capazes de degradar
hidrocarbonetos dentro de uma ampla faixa de temperatura.
Entretanto, em temperaturas muito baixas como por exemplo, na
estagéo de frio, a biodegradagdo de muitos substratos organicos
diminui devido a diminuicdo da atividade microbiolégica. Em
temperaturas muito altas, as proteinas microbianas podem ser
irreversivelmente danificadas, causando interrupgdes das fun-
¢des da célula. Varias pesquisas tém demonstrado uma correla-
¢ao entre a atividade microbiana e a temperatura do solo que,
por sua vez, interfere acentuadamente na velocidade de degra-
dagao. A faixa de 30 a 40°C é considerada ideal na biodegrada-
¢ao dos hidrocarbonetos (MIROSLAYV et al., 1996; ALEXANDER,
1999; TSAIl et al., 1992; LEAHY e COLWELL, 1990).
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b) pH

O pH do solo tem acao direta na atividade metabdlica da micro-
biota nele existente, sendo funcéo da tolerancia de cada espé-
cie microbiana. Segundo Tsai et al. (1992), em relagéo ao pH,
0s microrganismos podem ser distinguidos em:

— Indiferentes: crescem numa faixa ampla de valores de
pH. E o caso de um grande nimero de bactérias, que
podem apresentar crescimento entre valores de pH 6 a
9. Para os fungos os valores variam entre 2,0 e 8,0;

— Neutrofilos: preferem pH préximo a neutralidade até li-
geiramente alcalino. Em geral, as cianobactérias e di-
atomaceas preferem ambientes neutros ou pouco alca-
linos. J& a maioria dos actinomicetos nao apresenta
crescimento em valores de pH inferiores a 5,5;

— Acidofilos: preferem ambientes acidos;

— Basdfilos: ndo suportam valores de pH inferiores a 8,0.

Para a maior parte dos microrganismos envolvidos no processo
de biorremediacéo, a faixa de pH favoravel ao seu crescimento
é de 6,0 a 8,0, quando a biodegradacao tende a ser mais rapi-
da (ATLAS, 1989; ALEXANDER, 1999). Em ambientes de ex-
trema acidez ou alcalinidade, a atividade microbiana decai.

c¢) Nutrientes

Depois da fonte de carbono, o nitrogénio (N) e o fosforo (P) séo
0s elementos essenciais ao crescimento celular, como ja dito
anteriormente, sendo que na maioria das vezes, a velocidade
de degradagéo de alguns hidrocarbonetos € influenciada pela
presenca de N e P no solo. Geralmente, em ambientes conta-
minados por hidrocarbonetos de petréleo, as fontes de N e P
estdo em quantidades inadequadas para o crescimento micro-
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biano, tendo em vista a elevada quantidade de carbono dispo-
nivel a ser degradado (MIROSLAYV et al., 1996). Nos microrga-
nismos, o N é constituinte de proteinas, acidos nucléicos e
componentes da parede celular enquanto o P, na forma de
fosfatos inorganicos, € utilizado, sobretudo, na geragéo de e-
nergia (ATP), da qual dependem para realizar as sinteses celu-
lares (NYER, 1992; CUNHA, 1996).

d) Umidade, aeragao e salinidade

A umidade é um dos fatores fisico-quimicos que mais afetam a
vida microbiana no solo ja que os microrganismos requerem uma
quantidade razoavel de agua para o seu crescimento. Solos
argilosos retém &gua e garantem a atividade dos microrga-
nismos presentes. Geralmente em solos contaminados com 6leo
cru a taxa de biodegradagdo aumenta com o ajuste da umidade
entre 30 e 90% do valor da capacidade de retengéo de liquido.
Porém, o valor 6timo de umidade dependera das propriedades
do solo e do contaminante em questdo (ALEXANDER, 1999).

O teor de oxigénio dissolvido € um fator limitante nos processos
de biorremediagao de petréleo no solo, posto que o catabo-
lismo dos hidrocarbonetos alifaticos, ciclicos e aromaticos por
bactérias e fungos inicia-se a partir de rea¢des catalisadas por
enzimas mono e dioxigenases (ATLAS, 1984; BARTHA, 1986;
CRAVO JR., 1998).

Alguns solos possuem altos indices de salinidade e, de um
modo geral, solos com alto teor de salinidade constituem um
meio desfavoravel para a maioria dos microrganismos, pois a
salinidade inibe parcial ou totalmente a fungdo dos microrga-
nismos teluricos (bactéria, actinomicetos, fungos, algas e proto-
zoarios) (ALEXANDER, 1999).
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e) Concentragéo de hidrocarbonetos versus solubilidade

A biodegradacgédo dos hidrocarbonetos ocorre num sistema mul-
tifasico envolvendo gases (O,/CO,), material organico insoluvel
em agua, sais dissolvidos e microrganismos. A variada compo-
sicdo dos constituintes do petroleo interfere na atividade dos
microrganismos. Alguns hidrocarbonetos alifaticos sdo conside-
rados insolliveis em meios aquosos € a solubilidade desses
compostos € inversamente proporcional ao peso molecular, ou
seja, quanto maior o peso molecular menor a solubilidade, me-
nor a disponibilidade desses compostos para a agdo dos mi-
crorganismos e menor a taxa de biodegradagdo (ROSENBERG,
1993 apud DEL’ARCO, 1999).

f) Caracteristicas do solo

As caracteristicas fisico-quimicas dos solos vao influenciar na
adsorgcédo de contaminantes, sendo que quanto maior a adsor-
¢ao menos disponivel estara o contaminante para acao dos
microrganismos. Muitos compostos organicos s&o sorvidos
pelos constituintes do solo, além do que, diversos sdo os fato-
res que influenciam na adsorgdo como tipo e concentracdo de
solutos, tipo e quantidades de materiais argilosos e matéria
organica no solo, pH, temperatura etc. O tipo de cation no qual
a argila esta saturada (ions de Fe, Ca, ou H), bem como a ca-
pacidade de troca catidnica também ¢é importante no processo
de adsorcdo (ALEXANDER, 1999).

Muitos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e outros tipos de
poluentes nao polares sdo sorvidos, sobretudo pela matéria
organica nativa mais do que pelos constituintes do solo. De
fato, quanto maior a fragdo organica presente na fase solida,
maior o numero de moléculas hidrofébicas sorvidas. Surfatan-
tes podem dessorver muitos compostos hidrofébicos do solo
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como, por exemplo, antraceno, fenantreno e pireno. Entretanto,
estas concentragdes de surfatantes devem ser bem avaliadas
para ndo serem toxicas, e ainda, que ndo sejam degradadas
preferencialmente pelos microrganismos em detrimento a de-
gradacao dos hidrocarbonetos presentes no solo.

2.5 | Surfatantes quimicos e biolégicos

Os surfatantes séo geralmente descritos como aniénicos, ndo
ibnicos, catidnicos e anfoteros e podem ser sintetizados quimi-
camente ou biologicamente. A seguir serdo relatados algumas
das propriedades e os diferentes tipos de surfatantes.

2.5.1 | Surfatantes Quimicos

Os surfatantes sdo moléculas anfipaticas, constituidas de um
grupo polar (hidrofilico) e um grupo nao polar (hidrofébico).
Uma molécula de surfatante pode ser representada conforme
visto na Figura 8. Devido a sua estrutura, as moléculas de sur-
fatantes se concentram a superficie da agua diminuindo a tenséo
superficial e interagem entre si formando agregados denomina-
dos de micelas (BOGNOLO, 1999; BANAT,2000; MULLIGAN,
2005). Se adicionados a liquidos imisciveis, como 6leo/agua,
tendem a acumular na interface entre as fases de diferentes
graus de polaridade, causando a redugao da tenséo interfacial
destes sistemas.

Parte hidrofilica (Polar)

Parte hidrofébica (Apolar)

Figura 8. Representagéo esquematica de um surfatante.
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Um surfatante tipico possui uma estrutura do tipo R-X, onde R
€ normalmente linear e X é o grupo polar. A parte hidrofébica é
uma cadeia de hidrocarbonetos variando de 8 a 18 atomos de
carbono, sendo que a parte hidrofilica € quem determina se um
surfatante é ndo i6bnico, anidnico, cationico ou anfétero. Desta
forma, os grupos hidrofilicos podem conter sulfonato, sulfato,
carboxilato (aniénicos), aménio quaternario (catiénico), ou poli-
oxietileno (n&o i6nico).

Um surfatante catidnico possui, em geral, a formula RnX+Y-,
onde R representa uma ou mais cadeias hidrofébicas, X cor-
responde a estrutura catidénica e Y € um contra-ion. Em princi-
pio, X pode ser uma série de elementos quimicos, como por
exemplo: N, P, S, As, Te, Sb, Bi ou halogénios. Dentre os ten-
soativos aniénicos mais utilizados, a parte polar pode ser for-
mada por sais de acidos carboxilicos, sulfurico, sulfénico e
fosfoérico e a parte apolar pode ser formada de hidrocarbonetos
saturados ou insaturados. Para os anféteros, os quais possuem
ambos os grupos anibénicos e catibnicos, dependendo da es-
trutura e do pH da solugdo pode prevalecer a espécie anibnica,
catibnica ou neutra (HAIGH, 1996; DESHPANDE et al., 1999;
OU, 2000; MANIASSO, 2001).

Como ja visto anteriormente, o grupo hidrofilico € o que deter-
mina a principal diferenca entre a maioria dos surfatantes e,
dessa forma, é importante conhecer as composicées quimicas
de alguns surfatantes. A Tabela 5 apresenta alguns surfatantes
classificados conforme a carga ibnica.
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Tabela 5. Estrutura quimica de alguns surfatantes.

Tipo Agente Tensoativo Férmula

Dodecil Sulfato de sédio

(SDS) CH3 (CH2)11SO4'Na+

Anibnico

a Brometo de dodeciltrimetil +
Cationico | o+ (DTAB) CH3(CHa)11N"(CHs)3Br
Nao Polioxietileno (32) dode-
ibnico canol (Brij 35)
4-(dodecildimetil amonio)
butirato (DAB)

Fonte: Maniasso, 2001.

CH3(CHz2)11(OCH2CH2)230H

Anfotero CH3(CH2)11N+(CH3)2(CH2)3COO_

2.5.2 | Surfatantes bioldgicos ou biossurfatantes

Os biossurfatantes sao classificados de acordo com a compo-
sicdo quimica e sua origem microbiana ja que s&o produtos
metabolicos de bactérias e fungos. Essas biomoléculas séo
principalmente produzidas pelo crescimento de microrganismos
aerdébicos em meio aquoso contendo como fonte de carbono
carboidratos, hidrocarbonetos, etc. Em geral, os biossurfatantes
sédo biomoléculas neutras ou anidnicas, variando desde peque-
nos acidos graxos até grandes polimeros. A parte hidrofébica
também é formada por hidrocarbonetos com cerca de 10 a 18
atomos de carbono, mas pode-se encontrar cadeias de acidos
graxos que sédo ligadas as proteinas ou peptideos. A parte hi-
drofilica é bastante diversificada, podendo ser carboidrato, és-
ter, hidroxila, fosfato ou grupo carboxilico (BOGNOLO, 1999). As
principais classes de biossurfatantes incluem glicolipidios, li-
possacaridios, lipoproteinas, lipopeptidios, fosfolipidios e aci-
dos graxos (BANAT, 1995; NITSCHKE e PASTORE, 2002). A
Tabela 6, a seguir, mostra algumas das principais classes de
biossurfatantes e os microrganismos envolvidos.
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Tabela 6. Principais classes de biossurfatantes e microrganismos
produtores.

Tipo de biossurfatante Microrganismos
Glicolipidios
Ramnolipidios Pseudomonas aeruginosa
Soforolipidios Torulopsis bombicola, T. apicola
Trehalolipidios Rhodococcus erythropolis, Mycobac-
terium sp.

Lipopeptidios e lipoproteinas

Peptidio-lipidio Bacillus licheniformis
Serrawetina Serratia marcescens
Subtilisina Bacillus subtilis

Viscosina Pseudomonas fluorescens
Surfactina Bacillus subtilis

Polimixina Bacillus polymyxa
Gramicidina Bacillus brevis

Acidos graxos, lipideos neutros e fosfolipideos.

Acidos graxos Corynebacterium lepus
Lipideos neutros Nocardia erythropolis
Fosfolipidios Acidithiobacillus thiooxidans

Surfatantes poliméricos

Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus
Liposan Candida lipolytica
Carboidrato-lipidio-proteina Pseudomonas fluorescens
Manana-lipidio-proteina Candida tropicalis

Surfatantes particulados

Células Varias bactérias

Vesiculas Acinetobacter calcoaceticus

Fonte: Nitschke e Pastore, 2002.
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2.5.3 | Propriedades dos surfatantes quimicos e bioldgicos

Varios estudos tém demonstrado que ha uma correlagao entre
a estrutura quimica do surfatante e suas propriedades, que
podem ser das mais diversas, por isso, podendo apresentar
aplicacdo em diferentes setores industriais. Algumas proprieda-
des desses compostos, de origem quimica ou bioldgica, sao
apresentadas a seguir.

Adsorcéo

A maior caracteristica de um surfatante esta no fato dele pos-
suir um grupo polar e um grupo nao polar, conforme ja citado
anteriormente. Tal caracteristica faz com que os surfatantes, em
solugdo, acumulem na superficie de um liquido, diminuindo a
sua tenséo superficial (PORTER, 1994).

A adsorgéo do surfatante a superficie (interface liquido/ar) de-
pende da concentragcdo do mesmo na solugdo. A Figura 9 mos-
tra o efeito do aumento da concentragdo do surfatante em so-
lugéo hidrofilica ou hidrofébica. Em baixas concentragbes (I e
II), as moléculas de surfatante se distribuem na superficie, fi-
cando paralelamente orientadas. Com o aumento da concentragdo
de surfatante (lll) diminui a area disponivel em relagéo ao nu-
mero de moléculas e, consequentemente, tem inicio uma ligeira
ordenagdo das mesmas em relacdo a superficie. A orientagédo
vai depender da natureza da superficie hidrofilica ou hidrofébica.
Na concentragéo IV, conhecida como micelar critica (CMC), ha
formagéo de uma camada unidirecional (PORTER, 1994).
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Fonte: Porter, 1994.

Figura 9. Adsorgdo e concentragao de surfatante.

Concentracéo Micelar Critica (CMC)

Os surfatantes e/ou biossurfatantes possuem como principal
caracteristica a formacéo, em solugdo, de agregados chama-
dos de micelas. Em agua, as micelas formam-se através da
associacao entre os grupos hidrofébicos (cauda) das molécu-
las, formando uma pseudofase termodinamicamente favoravel
(nucleo hidrofébico). Portanto, abaixo da CMC, os surfatantes
se apresentam como moléculas individuais ou mondmeros.
Acima da CMC, as concentragdes dos mondmeros estdo em
equilibrio com as micelas (BOGNOLO, 1999; OU, 2000). A Fi-
gura 10 mostra a formagao das micelas num sistema agua/
surfatante na interface agua/ar.

CMC

Fonte: Porter, 1994.

Figura 10. Formagédo da CMC num sistema agua/surfatante.




I 52 valéria Souza Millioli et alii

A possibilidade de formagdo dessas micelas, num sistema
composto de solo/agua/éleo € mostrada na Figura 11. Quando
pequenas concentracbes de surfatantes sao adicionadas ao
sistema solo/agua, parte das moléculas (monémeros) é adsor-
vida pelas particulas do solo e o restante forma uma monoca-
mada na interface ar/agua, resultando na reducdo da tenséo
superficial. Quando a concentragdo esta acima da CMC, os
mondmeros se agregam formando micelas com duplas cama-
das de moléculas de surfatantes (admicelas) a superficie do
solo, sendo que as moléculas de surfatantes que estdo a su-
perficie do solo também ocasionam a redugao da tenséo inter-
facial, melhorando a superficie de contato entre as fases aquo-
sa e solida. Quando ha compostos organicos hidrofébicos
presentes neste meio, dependendo da concentragao do surfa-
tante, ha também formagao de gotas de emulsao (OU, 2000;
HAIGH, 1996).

Monocamadas na
interface ar/agua
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Fonte: Ou, 2000.

Figura 11. Comportamento de um surfatante em sistema solo/agua/dleo.
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Solubilidade

A solubilidade é uma das propriedades mais importantes de um
surfatante, estando diretamente relacionada com o tamanho do
grupo hidrofébico ou hidrofilico. Para um mesmo grupo hi-
drofilico, o aumento do grupo hidrofébico causa o aumento do
peso molecular do surfatante, que por sua vez, torna-se menos
soluvel em agua. Similarmente, a medida que se aumenta o
grupo hidrofilico, para um mesmo grupo hidrofébico, o surfa-
tante torna-se mais soluvel em agua.

Numa temperatura muito baixa, os surfatantes permanecem,
principalmente, numa forma cristalina e insoltvel. A medida que
a temperatura aumenta, cada vez mais moléculas de surfa-
tantes permanecem em solugdo até que a concentragdo do
surfatante alcance a CMC. Neste ponto existe, predominante-
mente, a forma micelar numa determinada temperatura. Dessa
forma, a temperatura na qual um mondémero alcanga a CMC é
chamada de temperatura micelar critica (TMC). Nesta tempe-
ratura todas as trés fases, a saber: mondémero, cristalina e mi-
celar estdo em equilibrio, correspondendo ao ponto Kraft
(BHAIRI, 2001).

O ponto de turvagao corresponde a temperatura na qual a solu-
cao de surfatante torna-se turva. Este fendbmeno ocorre quando
surfatantes, nao ibnicos ou anféteros, em concentragdes acima
da CMC sao aquecidos. Na temperatura chamada de tempe-
ratura micelar critica (TMC) ocorre separagao das duas fases,
uma pobre em surfatante e a outra rica. Conhecer o ponto de
turvacao é importante para determinar a estabilidade da amos-
tra para seu armazenamento. Caracteristicas dos surfatantes
como agentes molhantes, espumantes, dispersantes, entre
outros exemplos, podem ser modificadas quando estes produ-
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tos sdo utilizados em temperaturas muito abaixo ou muito aci-
ma do ponto de turvagdo (NASCENTES et al., 2002). A Figura
12 mostra como determinar o ponto Kraft e o ponto de turvagao
para surfatantes.

(1) Ponto Krafft (1) TMC e Ponto de turvagéo
c o C,I’ISt_&lIS c
Cristais + | Liquidos
solucéo - Micelas +
Micelas + solugéo
Solugéo Separacéo
M eme, de fases
Solucéo =
Solugéo
A4 v
Trait 1 T T™MC Ponta T
de
Turvacgdo

Fonte: Bhairi, 2001.

Figura 12. Ponto Kraft e ponto de turvagao para surfatantes.

Solubilizag&o de substancias hidrofébicas e microemulséo

Substancias organicas que sao insoliveis em agua podem ser
solubilizadas através do emprego de surfatantes, formando
uma emulsao estavel. O tipo de micela formada dependera da
estrutura quimica do surfatante e do liquido a ser misturado. De
uma forma geral, a aplicagéo de surfatantes aumenta a solubili-
dade dos constituintes do petrdleo, sendo que os hidrocarbo-
netos estarao localizados no nucleo das micelas, enquanto que
os compostos fracamente polares, como acidos graxos, alcoois
e ésteres, estardo na parte externa das micelas (PORTER,
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1994; MULLIGAN, 2001). A Figura 13 mostra a solubilizagédo de
hidrocarboneto em agua por intermédio de um surfatante.

A intensidade da solubilizacédo é limitada pelo tamanho e nu-
mero de micelas presentes. De fato, para que um dado com-
posto seja solubilizado é necessario haver um excesso de sur-
fatante em solugdo. Em solugao aquosa a quantidade de subs-
tancias organicas capazes de serem solubilizadas é pequena,
entretanto, numa certa condicdo, uma grande quantidade de
compostos organicos pode apresentar uma aparente “dissolu-
¢ao”, resultando em solugbes agua em 6leo ou 6leo em agua,
visivelmente limpidas e estaveis, as quais sdo denominadas
pelo termo microemulsao. Como ja mencionado, os surfatantes
se acumulam na interface desses sistemas, alcancando uma
situagdo de equilibrio. Na interface agua/oleo, o surfatante ori-
enta-se de maneira que o grupo polar fica na fase aquosa, e o
grupo hidrofébico (lipofilico), na fase oleosa. A estabilidade da
camada interfacial depende da natureza do grupo lipofilico e
hidrofilico que formam o surfatante (PORTER, 1994).

—@ Surfactante
v‘ Hi rocarbonetos

Fonte: Porter, 1994.

Figura 13. Solubilizagdo de hidrocarbonetos em fase aquosa pelo
emprego de surfatante.
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Balancgo Hidrofilico/Lipofilico (BHL)

O balango hidrofilico/lipofilico (Hydrophilic/lipophilic balance -
HLB) é a relagdo entre as partes hidrofilica e hidrofébica da
molécula do surfatante. Os compostos mais hidrofébicos tém
um baixo valor de HBL (1-10), enquanto o aumento no valor de HBL
corresponde a um aumento no carater hidrofilico (HELENIUS e
SIMONS, 1975). De acordo com Porter (1994), além de fatores
como carater idnico, pH em solugado, entre outros, o valor de
HBL também serve para identificar possiveis aplicagdes de um
surfatante. A Tabela 7 mostra uma relagdo dos valores de HBL
e das aplicagdes e solubilidades correspondentes.

Os surfatantes nao ibnicos sdo heterogéneos quanto ao tama-
nho dos grupos de polioxietileno que constituem a parte hidrofi-
lica da molécula. Por isso, o numero de unidades de 6xido de
etileno por molécula, informado pelo fabricante, € apenas um
valor médio. Assim sendo, Griffin (1949) introduziu uma quanti-
dade empirica arbitraria, designada "balango hidrofilico/lipofilico”
(HBL em inglés), para obter uma medida do balango das partes
hidrofilicas e hidrofébicas de um agente tensoativo n&o idnico.
Este balango ndo é tao eficaz para surfatantes idnicos (ani6ni-
cos e catidnicos) e a quantificagdo desta grandeza pode ser
avaliada a partir da estrutura média do surfatante.
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Tabela 7. Balango hidrofébico/lipofilico (HBL) e as respectivas pro-
priedades e aplicagdes.

Aparéncia Tino de
BHL da agua com Aplicacao P N
emulséo
surfatante
1-4 | Insoltvel Emu'IS|onante paraagud | £ guassleo
em oleo
47 'Dispferséo leitosa Emullsionante para agua Agualdleo
instavel em oleo
7-9 D|sE)ersao opaca Umectante -
estavel
Detergente e emulsio-
10-13 | Solugao escura nante para 6leo em Oleo/agua
agua
13 - Solugdo transpa- Solubilizante Oleo/agua
rente

Fonte: Porter, 1994; Silva et al., 2003.

2.5.4 | Caracteristicas dos efeitos dos surfatantes

Os surfatantes tém extensa area de aplicagcdo, dependendo das
suas caractaristicas e efeitos. A seguir sdo relatados alguns
efeitos mais importantes na utilizacao dos surfatantes.

Efeito umectante (molhabilidade)

Os umectantes sdo moléculas anfifilicas, isto €, possuem na
mesma estrutura duas regibes de polaridade opostas: uma
polar (ou hidrofilica) com afinidade pela agua e outra apolar (ou
hidrofébica) com afinidade por outros solutos, fazendo com que
a tensao superficial entre superficies (agua/dleo, agua/sélido,
agualar etc) seja reduzida (FARIAS et al., 2006) Um dos efeitos
importantes da utilizagcdo dos surfatantes seria o efeito umec-
tante ou na promogdo de molhabilidade. A Figura 14 ilustra
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duas situagbes: (a) uma gota com pouca afinidade pelo subs-
trato, onde a elevada tensao superficial desfavorece o efeito de
molhabilidade, e (b) uma maior area de contato entre a gota e o
substrato, indicando uma afinidade elevada, que resulta numa
reducdo substancial da tensdo superficial. Assim, pode-se con-
cluir que quanto menor a tenséo superficial, maior a facilidade
para um liquido se espalhar (SILVA et al., 2003). Os umectan-
tes tém sido adicionados ao sistema bentonita-agua para inte-
ragir com as particulas de argila, de acordo com sua caracteris-
tica ibnica (aniénicos e catidnicos) ou ndo-ibnica. Os umectan-
tes ibnicos induzem interacdes eletrostaticas, enquanto os u-
mectantes nao-ibnicos sdo adsorvidos na superficie por intera-
¢cdes estéricas. As moléculas de umectantes podem atrair ou
repelir as particulas de argila e penetrar entre as camadas,
podendo assim aumentar ou diminuir a estabilidade do sistema
(PIRES, 2002).

Figura 14. Espalhamento de uma gota sobre uma superficie.

Agente espumante e antiespumante

A maioria dos surfatantes é capaz de espumar, o que pode ser
um efeito desejavel ou ndo, dependendo da aplicagdo. A es-
puma consiste em dois sistemas de fases termodinamicamente
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instaveis de bolhas de gas em liquido ou seja, € uma emulsao
presente na superficie ar/agua e esta emulsao permanece es-
tavel até haver algum fator que a desestabilize como a utili-
zagao de agentes antiespumantes. Os agentes antiespumantes
contém uma combinagdo de particulas sdlidas hidrofébicas
(silica, cera etc.), 6leo de silicone e componentes que atuam
diretamente na estrutura da espuma, promovendo a perda de
elasticidade da espuma que. Outros fatores como aumento ou
diminuicdo de temperatura causam a perda da elasticidade,
levando a emulsdo (ar em agua) a se romper (PETER e
ROUETTE, 1989; SALVINI et al., 2006).

Detergéncia

A detergéncia € uma das maiores aplicagdes dos surfatantes e
€ um processo de remoc&o de uma substancia indesejavel de
uma superficie solida, geralmente com aplicagao de uma forga
mecanica na presenga de uma substancia quimica como um
surfatante (KISSA, 1981; PORTER, 1994). O efeito de deter-
géncia envolve uma série de fendmenos que atuam de modo a
remover particulas oleosas. Existem muitas condigdes fisico-
quimicas que se destacam neste processo, tais como: tempe-
ratura, presenca de eletrdlito, dureza da agua, acdo mecanica
e tempo, tipo de substrato, tipo e concentragdo do surfatante.
Além destas, outras condi¢des como solubilidade, HBL, tenséo
interfacial, CMC, e efeito umectante e espumante sao decisivas
para o processo de detergéncia. Todas essas propriedades e
condicdes demonstram a complexidade deste processo. As
vezes, por melhor que seja o surfatante empregado, um destes
parametros pode impedir que o seu efeito seja destacado, tor-
nando sua utilizagdo inadequada (PORTER, 1994; SILVA et al.,
2003).
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Dispersante

Atualmente definimos dispersante como um tensoativo que
mantém uma dispersdo de particulas estavel em um meio em
que as particulas ndo sdo. A dispersao das particulas em solu-
cao sera estavel se algumas forgas de atragao No inicio de séc.
XX, os primeiros dispersantes utilizados foram os sabdes. Nos
anos 50, a chegada dos tensoativos etoxilados iniciou a utiliza-
¢ao de nonilfenol etoxilado e alcoois graxos etoxilados. Foram
introduzidos nos anos 60 os polimeros de bloco EO/PO (éxidos
de etileno e propileno). No inicio da década de 80, passamos a
usar o noneno vinil maleato de sddio e também os poliacrilatos
de sédio de diversos pesos moleculares. No comego dos anos
90, foram desenvolvidos os dispersantes poliméricos que sado
os mais aplicados atualmente (QUAGLIO, 2007).

Os dispersantes sdo muito utilizados apés um derrame de pe-
tréleo em acidentes marinhos, porém, a utilizagdo dos mesmos
deve seguir as normas vigentes da resolugdo CONAMA n° 269
de 14/09/2000.

2.5.5 | Principais propriedades especificas dos biossur-
fatantes

Os surfatantes biolégicos possuem melhores propriedades que
muitos surfatantes quimicos. Geralmente, possuem baixos
valores de CMC (Concentragao Micelar Critica) e tenséo inter-
facial na solugdo aquosa (BANAT, 1995). A seguir serao relata-
das algumas propriedades dos biossurfatantes, segundo varios
autores.

— Atividade na superficie e na interface: os biossurfa-
tantes sdo mais efetivos e eficientes que alguns surfa-
tantes quimicos, pois conduzem a baixos valores de
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tensdo superficial mesmo em baixas concentragbes
(BANAT, 1995; MULLIGAN et al., 2005).

— Tolerancia a temperatura e pH: alguns biossurfatan-
tes apresentam elevada estabilidade térmica e suas a-
tividades de superficie ndo sédo afetadas por altas tem-
peraturas (por exemplo, 90°C). Uma linhagem de Pseu-
domonas aeruginosa, isolada de reservatérios de d6leo
cru na Venezuela, estava adaptada as condi¢gbes dras-
ticas de temperatura do reservatério, visto que o bios-
surfatante (ramnolipidio) foi produzido mesmo em tem-
peratura elevada, em altos teores de salinidade, calcio
e magnésio, e em pH 4acido, caracteristicos do reser-
vatério (ROCHA et al., 1992; BOGNOLO, 1999).

— Forca l6nica: biossurfatantes ndo sao precipitados ou
saturados em solugdes salinas acima de 10%, en-
quanto 2-3% de sal sédo suficientes para desativar os
surfatantes quimicos. Bacillus SP018 apresentou cres-
cimento e produgdo do biossurfatante surfactina em
condigdo de anaerobiose a 50°C e salinidade (NaCl)
superior a 10% (LIN, 1996; BOGNOLO, 1999).

— Biodegradabilidade e baixa toxicidade: os biossurfa-
tantes sdo facilimente degradaveis na agua e no solo, o
que os torna adequados a aplicagcbes como biorreme-
diacao, tratamento de efluentes e recuperagcéo de pe-
tréleo, entre outras. Sua baixa toxicidade permite o seu
uso também em alimentos, cosméticos e produtos far-
macéuticos (NITSCHKE e PASTORE, 2002; MULLIGAN
et al., 2005).
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— Alto indice de emulsificacdo e solubilizagdo de hidro-
carbonetos ou compostos insoluveis em agua (WEST e
HARWELL, 1992; NITSCHKE e PASTORE, 2002).

2.5.6 | Aplicagao dos surfatantes na remogao, limpeza e
recuperacao de hidrocarbonetos

Limpeza de reservatérios de petréleo

Em geral, os residuos e as fragbes de 6leos pesados, devido a
sua alta viscosidade, sedimentam no fundo de tanques de esto-
cagem originando a formagdo de depésitos sélidos que néo
podem ser removidos através do bombeamento convencional.
A remocao desses compostos do fundo dos tanques, requer
lavagem com solventes ou limpeza manual, onde ambas as
técnicas sdo demoradas e dispendiosas, e inclusive com alto
grau de periculosidade. Além disso, estas técnicas deixam
grandes volumes de residuos solidos contaminados com 6leo a
serem dispostos. Um processo alternativo de limpeza consiste
no uso de biossurfatantes e/ou surfatantes que promovem a
diminuigado na viscosidade e a formacgédo de emulsdes 6leo em
agua (O/A), facilitando o bombeamento. Ademais, o 6leo pode
ser recuperado através de quebra de emulsées (BOGNOLO,
1999; BANAT, 2000; NITSCHKE e PASTORE, 2002).

Recuperacdo melhorada do petréleo por agcdo microbiana
(MEOR)

A recuperagao melhorada do petréleo por acdo microbiana
(Microbial Enhanced Oil Recovery- MEOR) consiste em uma
tecnologia de recuperacao terciaria do petréleo que utiliza mi-
crorganismos ou produtos de seu metabolismo para a recupe-
ragao do o6leo residual.
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Os microrganismos podem produzir surfatantes, ocasionando a
reducdo da tensédo interfacial do sistema oleo/agua de produ-
¢ao, que por sua vez provoca a redugao das forgcas capilares
que impedem a movimentagcdo do 6leo através dos poros da
rocha.

Os biossurfatantes também auxiliam na emulsificacdo e na
quebra dos filmes de dleo nas rochas (BANAT, 1995). Outra
possibilidade é o uso de microrganismos na produc¢édo de poli-
meros, que favorecem a obstrugdo das zonas de elevada per-
meabilidade no reservatério, melhorando assim a eficiéncia do
arraste do 6leo.

Com o proposito de estabelecer a MEOR in situ, os microrga-
nismos devem ser capazes de crescer em condigdes extremas,
como alta temperatura, presséo, salinidade e baixa tensdo de
oxigénio (BANAT, 2000; NITSCHKE e PASTORE, 2002).

Remediacao de areas impactadas com petréleo

Os acidentes com derramamento de 6leo tém causado muitos
problemas ecoldgicos e sociais. A fim de favorecer a regenera-
¢do das éareas impactadas tem sido adotado o emprego de
surfatantes quimicos e/ou biolégicos como auxiliares no trata-
mento bioldgico. A utilizagdo destes compostos promove o
aumento da interagdo superficial de sistemas agua/dleo, ace-
lera a degradacdo microbiana de varios hidrocarbonetos em
solos ou em aguas e promove a dessorcdo de compostos or-
ganicos em solo (MULLIGAN et al., 2001; KINGSLEY et al.,
2004).

Ultimamente, os surfatantes e/ou biossurfatantes vém sendo
muito utilizados na biorremediagdo de solos impactados por
6leo cru para disponibilizar os hidrocarbonetos para agcédo dos
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microrganismos. Devido as caracteristicas de cada solo, os
hidrocarbonetos podem adsorver os contaminantes em sua
matriz, dificultando a biorremediacdo. Neste contexto, ha uma
necessidade de se conhecer um pouco melhor as caracteristi-
cas de cada solo e como estas podem interferir no processo de
biorremediacao.

2.5.7 | Efeito da adigéao de surfatantes na melhora da bio-
degradacdo de compostos organicos sorvidos no solo

A etapa limitante na biorremediagao € o baixo nivel de disponi-
bilidade de certos hidrocarbonetos, seja por estarem sorvidos
na matriz do solo ou por possuirem baixa solubilidade em sis-
temas aquosos, ambos impeditivos ao ataque microbiano. Os
surfatantes podem aumentar a biodisponibilidade desses com-
postos pelo aumento da solubilidade em sistemas aquosos e,
também, pelo aumento da superficie de contato através da
formacdo de uma emulsdo estavel. Acima da concentragéo
micelar critica (CMC), os surfatantes permanecem separados
dentro do nucleo hidrofébico micelar, aumentando a solubili-
dade aparente. Em algumas circunstancias, esta separagao
(particao) dentro das micelas pode tornar os hidrocarbonetos
mais acessiveis aos microrganismos aumentando a taxa de
biodegradagao (MORAN et al., 2000).

A melhora na biodegradagdo em solos contaminados com 6leo
cru, utilizando-se alguns tipos de surfatantes, pode ser vista,
principalmente, através da dessorgao do 6leo cru sorvido no
solo e pelo aumento da solubilidade dos mesmos quando os
surfatantes sao utilizados em concentragdes iguais ou superio-
res aos valores da CMC (Concentragdo Micelar Critica) de
cada um (OU, 2000). A seguir serao relatados alguns experi-
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mentos com utilizacdo de surfatantes para aumentar a taxa de
biodegradacé&o do 6leo sorvido no solo.

Oberbremer e colaboradores (1990) adicionaram um Soforoli-
pidio para uma mistura de 10% de solo e 1,35% em peso de
hidrocarbonetos e observaram 90% de biodegradacéo de hi-
drocarbonetos em 72h quando comparados a 81% de biode-
gradagao em 114h sem adigao do biossurfatante.

Aronstein e Alexander (1993) conduziram ensaios para obser-
var se a adigdo de um surfatante nao iénico (NOVEL Il 14212-
56) na superficie de um solo contaminado com fenantreno e
policlorados (PCBs) aumentaria ou n&o os indices de biodegra-
dacdo desses contaminantes. Para este fim, bombearam solu-
¢Oes contendo de 10 a 100ug/L de surfatante para o solo. Des-
sa forma observaram aumento na biodegradagdo do fenan-
treno porém, nao foi verificado aumento na biodegradagéo dos
PCBs. Entretanto, foi verificado, também, que estas concentra-
¢cOes de surfatantes nido contribuiram para aumentar a lixivia-
¢ao desses contaminantes.

Robinson e colaboradores (1996) estudaram a aplicagéo de um
ramnolipidio usando 4g/L deste biossurfatante, obtendo-se a
mineralizagdo do 4,4-clorobifenil (cerca de 213 vezes maior que
o controle).

Deschénes e colaboradores (1996) avaliaram o efeito de 2
surfatantes (um quimico e um biolégico) num solo contaminado
por um longo periodo com HPAs. O surfatante quimico era o
SDS e o biolégico era produzido por Pseudomonas aeruginosa.
Os surfatantes foram adicionados ao solo a cada duas sema-
nas numa concentragéo de 10, 100 e 500mg/g de solo. Apods
45 dias de ensaios de biodegradacgdo, os autores observaram
que os HPAs com 3 anéis foram quase que totalmente biode-
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gradados, quando se utilizaram as concentracées de 100 e
500mg/g, principalmente, quando se utilizou o SDS. Para os
HPAs acima de 4 anéis foi sugerida a degradagao preferencial
dos surfatantes ja que ndo se observou diminuigdo na biode-
gradacao dos HPAs.

Rojas-Avalizapa e colaboradores (2000) avaliaram, através de
um planejamento experimental, se o ajuste da relagdo nutricio-
nal C:N:P e também a adicdo de um surfatante nao idnico au-
mentaria os indices de biodegradagao de policlorados (PCBs)
que estavam presentes num solo em altas concentragbes. A-
pés 35 dias de ensaios de biodegradac&o observaram que o
ajuste da relagéo nutricional C/N/P serviu para aumentar con-
sideravelmente a atividade heterotroéfica do solo porém, a gran-
de melhora na biodegradagéo foi observada com a presenga
do Tween-80 que apresentou uma remogao de 39-60% dos
PCBs.

Mayer e Chavez (2000) verificaram que a adigdo de um ramno-
lipidio p6de aumentar a biodegradacdo de hexadecano, octa-
decano, n-parafinas e fenantreno em sistemas liquidos e a bio-
degradacdo do hexadecano, tetradecano, pristino e misturas
de hidrocarbonetos em solo.

Noormam e colaboradores (2002) estudaram os efeitos do
ramnolipidio e observaram que estes foram Uteis quando a taxa
de biodegradacéo era limitada. Por exemplo, no caso de solo
com tamanho do poro pequeno (6nm), o hexadecano estava
aderido ao solo e sua disponibilidade era limitada. A adigdo do
ramnolipidio liberou o substrato e o contaminante para agao
dos microrganismos.

Cubitto e colaboradores (2005) conduziram ensaios com adigdo
de um biossurfatante produzido por Bacillus subtilis O9 em solo
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contaminado com 6leo cru em 3 diferentes concentragées (1,9;
19,5 e 39mg/kg de solo) e observaram que o biossurfatante
serviu para estimular a atividade microbiana e melhorar a de-
gradacao de hidrocarbonetos alifaticos, porém nessas concen-
tracdes estudadas nao foi observado melhora na biodegrada-
¢ao dos hidrocarbonetos aromaticos.

Millioli e colaboradores (2005) estudaram a adigéo de diferen-
tes concentracbes de um biossurfatante do tipo ramnolipidio
em solo extremamente argiloso e intemperizado, verificando
que a medida que se aumentava a concentracdo do ramnolipi-
dio a eficiéncia de biodegradagdo aumentava, porém até uma
faixa de 0,4% p/p de ramnolipidio. A partir dessa concentragéo,
observaram um decréscimo na eficiéncia de biodegradagao,
necessitando de um estudo mais aprofundado para observar se
estas concentragdes estariam sendo téxicas ou ndo processo
de biodegradagao do dleo.

2.6 | Ecotoxicidade

Bioensaios de ecotoxicidade sdo metodologias analiticas que
permitem caracterizar a toxicidade de efluentes e substancias
quimicas em geral. A exposigdo de organismos vivos (bioindi-
cadores) a estas substancias € uma ferramenta valiosa de ana-
lise ambiental. Para testes de toxicidade em solo, as interagdes
entre os compostos quimicos e o0 solo devem ser levadas em
consideracao para predizer corretamente o impacto quimico no
ambiente. O solo € um componente-chave do meio ambiente e,
dependendo do tipo de minerais, matéria organica, pH, poten-
cial redox, umidade e manejo do solo, os contaminantes podem
ser adsorvidos ou liberados, tendo efeitos téxicos diferentes.
Os testes de toxicidade podem ser classificados de acordo com
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o tempo de exposi¢do (agudo ou crénico), o modo do efeito
(morte, crescimento, reprodugéo) ou a resposta do efeito (letal
ou sub-letal) (KAPANEN e ITAVAARA, 2001). As respostas de
toxicidade aguda podem ser expressas como valores de LC50
(concentragéo letal) ou EC50 (concentragao efetiva) que signi-
fica que a metade dos organismos morre ou uma mudanga
especifica ocorre no seu comportamento normal, respectiva-
mente. A toxicidade aguda é avaliada num periodo de tempo
relativamente curto para o ciclo de vida do organismo testado.
Os testes com Daphnia, ratos e passaros sao avaliados num
periodo de 24 a 48 h que sdo tempos suficientes para expres-
sar toxicidade aguda. Ja a toxicidade crénica é utilizada para
determinar efeitos longos e duradouros que néo resultam em
morte. Organismos unicelulares com tempo de vida inferior a
24h podem ser utilizados para avaliar a toxicidade crénica.
(LANDS e YU, 1995; KAPANEN e ITAVAARA, 2001). Para a
utilizagdo de surfatante como agente remediador na técnica de
biorremediacao de solo impactado com 6leo cru, € necessario
um estudo mais aprofundado dos efeitos desses agentes no
solo. Para tal, testes de ecotoxicidades sao importantes para
avaliar o comportamento da adicdo dos mesmos no solo. A
seguir serdo relatados alguns testes de ecotoxicidade.

2.6.1 | Testes enzimaticos

A atividade enzimatica pode ser utilizada para descrever os
efeitos de compostos toxicos sobre a populagdo microbioldgica
do solo. As enzimas usadas na atividade microbiolégica do solo
sao as hidrolases (fosfatases e ureases) e as oxidoredutases
(desidrogenases) (RATSEP, 1991). A determinagdo da ativi-
dade desidrogenasica € o método mais comum utilizado para
testes de toxicidade enzimatica e é o método baseado na esti-
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mativa da taxa de redugéo de TTC (trifeniletrazolium cloridrico)
a TPF (trifenil formazan) nos solos ap6s incubagéo a 30°C por
24 h. O TTC funciona como aceptor final de elétrons, sendo,
portanto, um dos métodos mais freqlientemente usado para tal
estimativa (BITTON e KOOPMAN, 1992).

2.6.2 | Testes com minhocas

As minhocas sao essencialmente cosmopolitanas e vulneraveis
a maioria dos fatores que especialmente afetam os ecossiste-
mas do solo. As espécies recomendadas pelo padrao ASTM
(1995) e OECD (1984) sao Eisenia fetida e E. andrei que po-
dem ser cultivadas facilmente no laboratério. O padrao ASTM
(1995) para toxicidade em solo utilizando E. fetida é usado para
avaliar os efeitos toxicos letais ou subletais da minhocas num
curto periodo de tempo. Os efeitos subletais podem ser o cres-
cimento, comportamento, reprodugéo e processos fisioldgicos.
A duracéo do teste de toxicidade aguda varia de 7 a 14 dias e o
teste de reprodugdo em torno de 9 semanas (KAPANEN e
ITAVAARA, 2001).

Ha também o teste de fuga de minhocas que permite a avalia-
¢ao de sitios contaminados com nivel de estresse mais baixo
dos organismos do que os testes de toxicidade aguda e pode
ser aplicado facilmente para verificar compostos téxicos no
solo. O teste de fuga pode, em muitos casos, ser um indicador
mais sensivel do que os testes de toxicidade aguda. Este teste
pode ser avaliado em 24 ou 48h (YEARDLEY et al., 1996).

Knoke e colaboradores (1999) avaliaram a toxicidade de solo
contaminado com pentaclorofenol PCP e hidrocarbonetos de
petréleo utilizado técnicas de biorremediagdo como bioestimulo
e bioaumento. A técnica de bioestimulo foi avaliada pela adigdo
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de fésforo ao solo e a técnica de bioaumento adicionando-se
Pseudomonas sp UG30. Os testes de toxicidade foram monito-
rados usando, dentre outros, o Microtox, germinagdo com se-
mente de alface e mortalidade de minhocas. Apds os ensaios
de biodegradagéo, observaram que os testes feitos com mi-
nhoca e com alface, a adicdo de fésforo ao solo aumentou a
toxicidade enquanto que os testes com o bioaumento com
Pseudomonas sp. houve reducéo da toxicidade, sugerindo que
dependendo da técnica de biorremediacdo utilizada a toxici-
dade pode aumentar ou diminuir.

Safwat e colaboradores (2002) conduziram testes de toxicidade
com dois tipos de minhocas Lumbricus terrestris and E. fetida
em solo contaminado com 0,5 a 2,5% de 6leo cru. O solo con-
taminado com 0,5% p/p de 6leo cru ndo causou danos as mi-
nhocas mas a partir da concentragéo de 1,5% houve redugéo
da sobrevivéncia das minhocas em 40%.

Sisino e colaboradores (2006) avaliaram a toxicidade de amos-
tras de areas contaminadas com diferentes concentracdes de
hidrocarbonetos através de teste de fuga das minhocas e verifi-
caram que 90% dos organismos fugiram da se¢ao que continha
a amostra contaminada para a se¢do onde estava o solo con-
trole, indicando que a amostra pode ser considerada toxica,
apresentando sua fungéo de habitat limitada. A toxicidade des-
sa amostra foi posteriormente confirmada pelos ensaios de
letalidade e reprodugado. Os resultados preliminares indicaram
que o ensaio de comportamento foi um indicador rapido da
toxicidade da amostra e pode ser aplicado como complemento
da avaliagao de areas contaminadas por hidrocarbonetos.
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2.6.3 | Fitoxicidade

Plantas sensiveis a substancias toxicas podem ser utilizadas
como bioindicadores. De acordo Fletcher (1991), os testes com
plantas podem ser utilizados em cinco categorias diferentes:

Biotransformacéo: transformagdo de compostos cau-
sada pelas plantas.

Captacgdo de cadeia alimentar: quantidade e concen-
tragdo de elementos téxicos que podem entrar na ca-
deia alimentar através da captagao das plantas.

Sentinela: monitoramento de poluentes observando os
sintomas de toxicidade exibidos pelas plantas.

Indicadoras: certas plantas que indicam as caracte-
risticas do solo, tanto fisicas, quanto quimicas.

Fitotoxicidade: dentre esses testes, o de fitotoxicidade
tem recebido maior atengdo nos ultimos anos. A fitoto-
xicidade pode ser determinada pela germinacdo das
sementes, alongamento da raiz e crescimento da mu-
da. A Tabela 8 mostra algumas espécies recomen-
dadas pela A OECD (1984b); USEPA e FDA
(FLETCHER, 1991).

Muitos estudos tém demonstrado a eficiéncia de espécies
como pepino e agriao (HELFRICH et al., 1998), alface e soja
(GUNDERSSON et al., 1997) em testes de toxicidade e estes
testes também sao realizados para verificar a toxicidade do
6leo cru. Sherry e colaboradores (1994) observaram a redugao
de 15% da eficiéncia germinativa da semente de Lactuca sativa
pela presencga de dleo cru.
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Tabela 8. Espécies recomendadas pela OECD (1984b), USEPA e FDA.

Nome comum Espécie
Azevém Lolium perene
Arroz Oryza sativa
Aveia Avena sativa
Tomate Lycopersicon esculentum
Sorgo Sorghum bicolor
Mostarda Brassica Alba
Rabanete Raphanus sativus
Nabo Brassica rapa
Repolho Brassica campestris
Feijio Phaseolus aureu§
Phaseulus vulgaris
Alface Lactuca sativa
Pepino Cucumis sativus
Cenoura Daucus carota
Soja Glycine Max
Milho Zea mays
Cebola Allium cepa
Trigo Triticum aestivum
Agriao Lepidium sativum

Fonte: Fletcher, 1991.

Banks e Schultz (2005) avaliaram a fitotoxicidade em solo con-
taminado com dleo cru através de testes de germinagdo de
plantas, como alface (L. sativa), milheto (Panicum miliaceum),
rabanete (Raphanus sativus.), trevo vermelho (Trifolium pratense)
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e trigo (Triticum aestivum) e observaram que enquanto a maio-
ria das plantas mostrou pouca sensibilidade ao poluente, so-
mente a alface teve uma diferenga estatisticamente significa-
tiva, sugerindo que a Lactuca sativa € uma 6tima escolha para
avaliar a toxicidade de solo contaminado com petroleo.

A necessidade de medir os riscos ecotoxicolégicos aliados ao
uso de agentes remediadores ao solo vem chamando atengao
dos pesquisadores nos ultimos anos. Ha, ainda, a necessidade de
padronizagao por parte dos pesquisadores em relagdo as me-
todologias utilizadas, pois ha muitos testes sendo avaliados
ultimamente, mas poucos sao padronizados.
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3 | CONSIDREACOES FINAIS

Através da revisao bibliografica dos ultimos anos, foi possivel
avaliar que para solos com alto teor de argila e contaminados
com altas concentragbes de compostos hidrofébicos, a técnica
de biorremediacgdo sofre limitagdes, tendo em vista que estes
compostos, por estarem adsorvidos a matriz do solo, estédo
poucos disponiveis para agdo dos microrganismos. Dessa for-
ma, muitos estudos vém demonstrando que a adi¢cao de surfa-
tantes aumenta a disponibilidade dos hidrocarbonetos para o
ataque dos microrganismos presente no solo, melhorando a
biodegradacéo dos mesmos. A melhora na biodegradacdo pode
ser verificada, principalmente pelo aumento da solubilidade
e/ou dessorcao dos hidrocarbonetos sorvidos no solo e difusdo
facilitada dos hidrocarbonetos da fase solida para a fase liquida.

Ressalta-se ainda, que as interagbes entre surfatantes e 6leo
cru; surfatantes e os componentes do solo e entre surfatantes e
0s microrganismos devem ser bem investigadas, sendo que a
investigacédo da toxicidade da adicdo destes agentes remedia-
dores ao solo é extremamente importante para prever o im-
pacto da adicao dos mesmos ao meio ambiente.



Biorremediagao de solo impactado com éleo cru... 75 _

4 | AGRADECIMENTOS

Os autores gostariam de agradecer a Petrobras pelo incentivo
a esta pesquisa; ao CETEM pela infra-estrutura concedida; a
ANP pelo apoio técnico e financeiro e a EQ/UFRJ pela realiza-
¢ao deste trabalho.



I 76 Valéria Souza Millioli et alii

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADENIYI, A. A. e AFOLABI, J. A. Determination of total petroleum
hydrocarbons and heavy metals in soils within yhe vicinity of facili-
ties handling refined petroleum products in Lagos metropolis. Envi-
ronmental International, vol. 28, pp. 79-82. 2002.

ACCIOLY, A. M. A;; SIQUEIRA, J. O. Contaminagdo quimica e bior-
remediagcdo do solo. In: NOVAIS, R. F.; ALVAREZ V.; V. H;
SCHAEFER, C. E. G. R. Tépicos em ciéncia do solo. Vigosa: Socie-
dade Brasileira de Ciéncia do Solo,. vol. 1. pp. 299-352. 2000.

ALAN, A.A e FEREK, J.R. Advantage and disadvantages of burning oil
In: International Oil Spill Conference. API, Washington. pp. 765—
772. 1993.

ALEXANDER, M. Biodegradation and Bioremediation. Academic
press, Inc. 302p. 1994.

ALEXANDER, M. Biodegradation and Bioremediation. Academic
Press. California. 302p. 1999.

ALEF, K. e NANNIPIERE, P. Methods inaplgied soil microbiology and
biochemistry. London: Academic Press. 576p. 1995.

ANDERSON, T. A.; COATS, J. R. Screening rhizosphere soil samples
for the ability to mineralize elevated concentrations of atrazine and
metolachlor. J. Environ. Sci. Health, B, vol. 30, pp. 473-484, 1995.

ANDREA, M.M.; PETTINELLI, Jr. Efeitos de aplicagdo de pesticides
sobre a biomassa e a respiragdo de microrganismos de solos. Arq.
Inst. Biol., vol.67, N° 2, pp.22311228. 2000.

ARONSTEIN, B. N. e ALEXANDER, M. “Effect of Non-ionic Surfactant
Added to the Soil Surface on the Biodegradation of Aromatic Hy-
drocarbons Within the Soil”. Applied Microbiology & Biotechnology
vol. 39. pp. 386-390.1993.

ASSIS, E.P.M.; CORDEIRO, M.A.S.; PAULINO, H.P. CARNEIRO,
M.A.C. Efeito da aplicagédo de nitrogénio na atividade microbiana e
na decomposicdo da palhada de sorgo em solo de cerrado sob



Biorremediagao de solo impactado com éleo cru... 77 _

plantio direto. Pesquisa Agropecuaria Tropical, vol. 33 N° 2, pp.
107-112. 2003.

ASTM (Standard Guide for Conducting a Laboratory Soil Toxicity Test
with Lubricity Earthworm Eisenia fetida.

ATLAS, R. M. Petroleum Microbiology. New York: Macmillan Publish-
ing Company, 1984. 632p.

AUTRY, A.R. e ELLIS, G.M., Bioremediation: An effective remedial
alternative for petroleum hydrocarbon-contaminated soil. Environ-
mental Progress, vol. 11, n.4, pp. 318-323. 1992.

BHAIRI, S.M. Detergents: A guide of properties and uses of detergents
in biology and biochemistry. Ed. Calbiochem Novabiochem Corpa-
ration. 2001.

BANAT, |.M. Biosurfactants prodution and possible uses in microbial
enhanced oil recovery and oil pollution remediation: A review. Bio-
resource Technology. vol. 51. pp. 1-12. 1995.

BANAT, |.M. Pontential commercial application of microbial surfac-
tants. Appl. Microbiol Biotechnology. vol. 53, pp. 495-508. 2000.

BANKS, M.K.; SCHULTZ, K.E. Comparison of plants for germination
toxicity tests in petroleum contaminated soil. Water, air & soil pollu-
tion, vol. 167, N° 4, pp. 211-219. 2005.

BAPTISTA, J.S. Avaliagdo do emprego de biossurfactante na biorre-
mediacao de solo contaminado com 6leo diesel. Orientadoras: Eli-
ana Flavia C. Sérvulo e Denize Dias de Carvalho. Rio de Janeiro:
UFRJ/EQ, 2007. 137p. Dissertagéo.(Doutorado em ciéncias).

BARTHA, R. Biotechnology of petroleum pollutant biodegradation.
Microbial Ecology. vol. 12, pp. 155-172.

BRAGA, B.; HESPANHOL, |.; CONEJO, J. G. L.; SPENCER, M;
PORTO, M.; NUCCI, N.; JULIANO, N.; EIGER, S.; Introdugéo a en-
genharia ambiental. Sdo Paulo — 2002.



I 78 Valéria Souza Millioli et alii

BIOTTON, G.; KOOPMAN, B. Bacterial and enzymatic bioassays for
toxicity testing in the environment. Rev. Environ. Contam. Toxicol.
vol. 125, pp. 1-22. 1991.

BOGNOLO, G. Biosurfactants as emulsifying agents for hydrocarbons.
Colloids and Surfaces. vol. 152. pp. 41-52. 1999.

BRO-RASMUSSEN, F. Hexachlorobenzene: na ecological profile of na
organochlorine compounds. In: MORRIS, C.R.; CABRAL, C.R.
Hexachlorobenzene: Proceedings of an International Symposium
(IARC Scientific Publications, n. 77) Lyon, International Agency for
Research on cancer. 1986.

BUENO, B. de S.; VILAR, O.M. “Mecéanica dos solos”. Universidade de
Vigosa, centro de ciéncias exatas e tecnoldgicas, departamento de
engenharia civil. Minas Gerais, Brasil. 129p, 1980.

BURGER, J. Oil Spill. Rutgers University Press. New Jersey. 261p.
1997.

CALLAHAN, C. A. Earthworms as ecotoxicological assessment tools.
In: EDWARDS, C.A.; NEUHAUSER, E.F. Earthworms in waste and
environmental management, spb academic, The Hague, pp. 295-
301. 1988.

CARRARO, F. L. Enciclopédia Globo para cursos fundamental e mé-
dio. Editora Globo. Porto Alegre, Rio Grande do Sul — Brasil, 1977.

CETEBS - Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental In:
www.ambiente.sp.gov.br. site acessado em setembro de 2007.

CORREA, O.L.S. Petréleo, nogdes sobre exploragdo, perfurago,
producédo e microbiologia. Editora Interciencia. 89p. 2003

CUNHA, C.D. Avaliagdo de biodegradagao de gasolina em solo. Ori-
entador: Selma Gomes Leite. Rio de Janeiro: UFRJ/EQ, 1996. 97p.
Dissertagédo.(Mestrado em ciéncias).

CUNHA, C.D. Avaliagao de diferentes tecnologias de biorremediagao
de agua subterranea contaminada com gasolina e analise mole-
cular da comunidade presente. Orientador: Selma Gomes Leite. Rio



Biorremediagao de solo impactado com éleo cru... 79 _

de Janeiro: UFRJ/EQ, 2004. 176p. Dissertagao.(Doutorado em ci-
éncias).

CRAVO Jr., W. B. Biodegradagéo de querosene de aviagdo(QVA) por
culturas mistas e por Pseudomas aeroginosas. Orientador: Francis-
ca Pessba de Franca. Rio de Janeiro: UFRJ/EQ, 1998. 68p. Disser-
tagcdo.(Mestrado em ciéncias).

CUBITTO, M.A.; MORAN, A.C.; COMMENDATORE, M. CHIARELLO,
M.N.; BALDINI, M.D.; SINERIZ, F. Effects of Bacillus subtilis O9
biosurfactant on the bioremediation of crude oil-polluted soil. Biode-
gradation. vol.15, N° 5, pp. 281-287. 2005

DAVIS, JW.; MANDSEN, S. Factors affecting the biodegradation of
toluene in soil. Chemosphere, vol. 33, NO 1, pp. 107-130.1996.

DE PAULA, A.M.; SOARES, C.R.F.S.; SIQUERIRA, J.O. Biomassa,
atividade microbiana e fungos micorrizicos em solo de "landfar-
ming" de residuos petroquimicos Rev. bras. eng. agric. Ambient.
vol.10 No.2 Campina Grande Apr./June 2006.

DEL’ARCO, J. P. Degradagédo de hidrocarbonetos por bactérias e
fungos em sedimento arenoso. Orientador: Francisca Pess6a de
Frangca. Rio de Janeiro: UFRJ/EQ, 1999. 171p. Disserta-
¢ao.(Mestrado em ciéncias).

DESCHENES, L.; LAFRANCE, P.; VILLENEUVE, J. P.; SAMSOM, R.
Adding sodium dodecyl sulfate and Pseudomonas aeruginosa UG2
biosurfactant inhibits polycyclic aromatic hydrocarbon biodegradati-
on in a weathered creosote contaminated soil. Applied Microbiology
and Biotechnology, vol. 46. N° 5-6, pp. 638-646. 1996.

DESHPANDE, S. SHIAU, B.J.; WADE, D.; SABATINI, D.A. e
HARWELL, J.H. Surfactants selection for enhancing ex situ soil
washing. Pergamon. vol. 33, N.° 2, pp. 551-360. 1999.

DEUEL, L. E. e HOLLIDAY, G. H. Soil Remediation for the Petroleum
Extraction Industry . PennWell, 2nd. Ed., TULSA, U.S.A,
242p.1997



I 80 Valéria Souza Millioli et alii

DOUGLAS, L.E; HEFFNER, D.A. Process for in situ biodegradation of
soil hydrocarbon contaminated soil. Patent number US 5017289,
1991.

DRAGUN, J. The soil chemistry of hazardous Materials. Amherst
Scientific Publishers Ed.; Massachusetts, 1998.

DUA,M.;SINGH,A.; SETHUNATHAN, N.; JOHRI, A. K. Biotechnology
and bioremediation: successes and limitations. Apply Microbiology
Biotechnology. vol. 59, pp.143-152. 2002.

ELEKTOROWICZ, M. Bioremediation of petroleum- contaminated
clayey soil with pretreatment. Environmental Technology. vol. 15.
pp. 373-380. 1994.

EPA. In situ remediation technology status report: surfactant en-
hancements. Washington, EPA 542-K94-003. 1995.

FARIAS, K.V.; AMORIM, L.V.; FERREIRA, H.C.; PEREIRA. Estudo da
reologia e espessura do reboco de fluidos de perfuragio: influéncia
de dispersantes e umectante aniénicos.Ceramica vol.52 no.324
Sao Paulo. 2006

FLETCHER, J. A brief overview of plant toxicity testing. In: GORUCH,
JW.; LOWER, W.R,; LEWIS, M.A.; WANG, W. Plants for toxicity
Assessment. Astm, Philadelphia, PA. ASTM Publication code num-
ber (PCN) 04011150-16. pp. 1-11. 1991.

FORMARIZ, T.P.; URBAN, M.C.C.; SILVA JUNIOR, A.; GREMIAO,
M.P.D.; OLIVEIRA, A.G. Microemulsdes e fases liquidas cristalinas
como sistemas de liberagdo de farmacos. Rev. Bras. Cienc. Farm.
vol.41 no.3 Sao Paulo. 2005

FURTADO, M. Remediagédo de solos: Para afastar o perigo que se
esconde nos subterraneos das grandes cidades, meios legais e e-
condmicos devem fomentar obras de descontaminagdo. IN: Qui-
mica e Derivados, edigdo 437 de maio de 2005.

FURTADO, M. Remediacgéo de solos: Hidrogeologia define concepgéo
do projeto - Estudo das condi¢des naturais do solo define técnica
ideal para recuperar area contaminada. IN: Quimica e Derivados,
Edicéo 446 de fevereiro de 2006.



Biorremediagao de solo impactado com éleo cru... s1

GLASER, J. A; POTTER. C.L. Soil bioremediation research EPA. Bio-
cycle. pp. 50-54. Jan. 1996.

GRIFFIN, W.C. Classification of surface active agents by “HLB”., J.
Soc. Cosmetic Chem., vol. 1, pp. 311-326. 1949.

GROVER, R. Adsorption and desorption of urea herbicides in soils.
Canadian Journal of Soil Science, vol.35, N°.2, pp.127-135. 1975.

GUNDERSSON, C.A,; KOSTUK, J.M.; MITCELL, H.G.; NAPOLITANO,
G.E.; WICKER, L.F.; RICHMOND, J.E.; STEWART, A.J. Multispe-
cies toxicity assessment of compost produced in bioremediation of
an explosives-contaminated sediment. Environmental Toxicology
and Chemistry, v.16, p.2529-2537, 1997.

HAIG, S.D. A review of the interaction of surfactants with organic con-
taminants in soil. The Science of the Total Environment. vol. 185.
pp. 161-170. 1996.

HELENIUS, A. e SIMONS, K. Solubilization of membranes by deter-
gents., Biochim.Biophys. Acta, vol. 415, pp. 29-79. 1975.

HELFRICH, P.; CHEFETZ, B.; HADAR, Y.; CHEN, Y.; SCHNABL, H. A
novel method for determining phytotoxicity in compost. Compost
Science and Utilization, v.6, p.6-13, 1998.

INOUE, A.; YAMAMOTO, M.; HORIKOSHI, K. Pseudomas putida
which can grow in the presence of toluene. Application Environmen-
tal Microbiology, vol. 57, NO.5. pp. 1560-1562.1991.

JAHAN, K.; AHMED, T. e MAIER, W.J. Modeling the influence of non-
ionic surfactants on biodegradation of phenanthrene, Wat. Res. vol
33. pp. 2181-2193. 1999.

JENKINSON, D.S. e LADD, J.N. Microbial biomass in soil: measure-
ment and turnover. In: PAUL, E.A. & LADD, J.N., eds., Soil Biol. Bi-
ochem., 5:415-471, 1981.

JUMA, N. G. The pedosphere and its dynamics: What is soil?, 1.1
Introduction[On line]. (1999, april 1). Avaliable in HTTP:
http://www.pedosphere.com/[2002].



I 82 Valéria Souza Millioli et alii

KAPANEN, A.; ITAVAARA, M. Ecotoxicity tests for compost applica-
tions. Ecotoxicology and Environmental Safety, vol. 49, pp. 1-
16.2001.

KENNEDY, A. C.; SMITH, K. L. Soil microbial diversity and the sustai-
nability of agricultural soils. Plant and Soil, vol. 170, pp. 75-86,
1995.

KINGSLEY, U.; PEKDEMIR, T.; MEHMET, C. Surfactant treatment of
crude oil contaminated soil. Journal of Colloid and Interface
Science. vol. 276, pp. 456-464. 2004.

KISSA, E. Wetting and Detergency . Pure & Appl. Chem., vol. 53, pp.
2255- 58, 1981.

KNOKE, K.L., MARWOOD, T. M.; CASSIDY, MB.; LEE, H.;
TREVORS, J.T,; LIU, D.; SEECH, A. A. Comparison of Five Bioas-
says to Monitor Toxicity During Bioremediation of Pentachlorophe-
nol-Contaminated Soil. Water, Air, & Soil Pollution. vol. 10 N° 1-2,
pp. 157-169. 1999.

La GREGA, P.L. BUCKINGHAM, J.C. EVANS In: Hazardous Waste
Management, McGraw-Hill, New York , pp. 859. 1994.

LANDIS, G. W.; YU, M.H. Introduction to environmental toxicology:
Impacts of chemicals upon ecological systems, CRC press (Lewis),
Boca Raton, FL. 328p. 1995.

LAWRENCE, M.J. Surfactants Systems: microemulsions and vesicles
as vesicles for drug delivery. Eur. J. Drug Metab. Pharmacobined.
vol. 19, pp. 257-270. 1994

LEAHY, J.G.; COLWELL, R.R. Microbial degradation of hydrocarbons
in the environmental. Microbiological Reviews. vol. 54, NO.3. pp.
305-315, 1990.

LIEBEG, E. W.; CUTRIGHT, T. J. The investigation of enhanced bio-
remediation through the addition of macro and micro nutrients in a
PAHs contaminated soil. International Biodeterioration & Biodegra-
dation. vol. 44. pp. 55— 64. 1999.



Biorremediagao de solo impactado com éleo cru... 83 _

LICHTENSTEIN, E.P.; SCHULTZ, K.R. The effects of moisture and
microorganisms on the persistence and metabolism of some orga-
nophosphorus insecticides in soils, with special emphases on para-
thion. Journal of Economic Entomology, vol.57, pp.618(1627. 1964.

LIN, S.C. Biosurfactants:recent advances. Journal chem.. Tech. Bio-
technol. vol. 66, pp. 109-120. 1996.

LUCHESE, E.B.; FAVERO, L.O.B.; LENZI, E. Fundamentos da qui-
mica do solo.Livraria Freitas bastos Editora S.A. Rio de Janeiro.
182p. 2001.

MADGAN, M.T.; MARTINO, J.M.; PARKER, J. Brook: Biology of mi-
croorganisms, Prentice Hall Ed., New Jersey. 2000.

MAIER. R.M.; SOBERON-CHAVEZ, G. Pseudomonas aeruginosa
rhamnolipids: biosynthesis and potential application. Applied Micro-
biology and biotechnology, vol. 54, pp. 625-633. 2000.

MANIASSO, N. Ambientes micelares em quimica analitica. Quimica
Nova, vol. 24, No 1., pp. 87-93.2001.

MATSUOKA,M.; MENDES, I.C.; LOUREIRO, M.F. Biomassa microbi-
ana e atividade enzimatica em solos sob vegetagao nativa e siste-
mas agricolas anuais e perenes na regido de Primavera do Leste
(MT). Rev. Bras. Ciénc. Solo, vol. 27 N°3, pp. 425 -433. 2003.

MENDELSSOHN, Q.L.ILA;; HENRY Jr,C.B.,; ROBERTS, P. O,;
WALSH, M.M.; OVERTON, E.B. e PORTIER, R.J. Effects of biore-
mediation agents on soil degradation in mineral and sandy salt
marsh sediments. Environmental Technology. vol. 20,pp. 825-837.
1999.

MILANI, J.E.; BRANDAO, J. A. S. L.; ZALAN P.V.; GAMBOA, L. A. P.
Petréleo na margem continental brasileira: geologia, exploragéo,
resultados e perspectivas. Rev. Bras. Geof. vol.18 No.3 Sao Paulo
2000.

MILLIOLLI, V.S.; SANTOS, L.C. dos; RI1ZZO, A. C. L.; SORIANO, A. U;;
SANTOS, R.L.C. dos. Evaluation of optimum concentration of two
anionic surfactants in biodegradation of crude oil contaminated soil.
In: 9th International FZK / TNO



I 84 Valéria Souza Millioli et alii

Conference on Soil-Water Systems, Bordeaux / France, 3 - 7 October
2005.

MORAN, A. C.; OLIVEIRA, N.; COMMENDATORE, M.; ESTEVES,
J.L. e SINERIZ, F. Enhancement of hydrocarbon waste biodegrada-
tion by addition of a biosurfactant from Bacillus subtilis: Biodegrada-
tion vol. 11, pp. 65-71. 2000.

MOREIRA, M.S.F.; SIQUEIRA, J.O. Microbiologia e bioquimica do
solo. Editora UFLA. 626p. 2002.

MIROSLAYV, N.; HORAKOVA, D. Mixture of microorganisms, its use for
biodegradation of hydrocarbons, as well as process for its applica-
tion. Patent Number: US 5575998. 1996.

MITTAL, L.K. Handbook of micro emulsion science and technology.
New Yok: Promod Kumar, 1999. pp.1-13.

MULLIGAN, C.N.; YONG, R.N.; GIBBS, B.F. On the use of biosurfac-
tants for the removal of heavy metals from oil-contend soil. Envi-
ronmental Progress. vol.18, pp. 50-54. 1999.

MULLIGAN, C.N.; YONG, N.R.; GIBBS, F.B. Surfactant-enhanced
remediation of contaminated soil: a review. Engineering Geology,
vol. 60, pp 271-380. 2001.

MULLIGAN, C.N. Environmental applications for biossurfactants. Envi-
ronmental Pollution. vol.133, pp.183-198. 2005

NASCENTES, C.C.; ARRUDA, A.Z.; MANIASSO, N. Experimentos
didaticos em quimica analitica envolvendo separagdo de fases e
pré-concentragdo. Quimica Nova, vol. 25. No 3. pp. 483-489. 2002.

NATIONAL RESEARCH COUNCIL. Natural attenuation for groundwater
remediation. National Academy of Sciences, Washington, 274p.
2000.

NEDWELL, D.B. & GRAY, T.R.G. Soil and sediment as matrices for
microbial growth. In: Ecological of Microbial Communities. Cam-
bridge University Press, U.K, pp. 21-54. 1987.



Biorremediagao de solo impactado com éleo cru... 85 _

NEIVA, J. Conhega o petréleo 52 edicdo. Rio de Janeiro: ao Livro
Técnico e cientifico, 1986.

NIELSEN, M.N. e WINDING, A. Microorganisms as indicators of soil
health. Denmark, National Environmental Research Institute, (Te-
chnical Report, n.388). 84p. 2002.

NITSCHKE, M.; PASTORE, G.M. “Biossurfactantes: propriedades e
aplicagbes”. Quimica Nova, vol. 25, No. 5, pp. 772-776.2002.

NOORDMAN, W.H.; WACHER, J.J.J.; BOER, G.L. de; JANSSEN,
D.B. The enhancement by biosurfactants of hexacadene degrade
by Pseudomonas aeruginosa varies with substrate availability.
Journal of Biotechnology, vol. 94; pp. 195-121. 2002.

NYER, E. Groundwater treatment technology. New York Van Nostrand
Reinhold. 306p.1992.

NOBRE, M.M; NOBRE, R.C. Remediagéo de solos: Técnicas alterna-
tivas melhoram desempenho. In: Quimica e Derivados, Edigao de
417 de julho de 2003.

NOVA, V.N.A.; BACCHI, 0.0.S.; REICHARDT, K. Potencial da agua
no sistema solo-planta estimado através da fase vapor. Science
Agricultural. vol. 53 NO. 1, Piracicaba Jan/Abril. 1996.

OBERBREMER, A. MULLER-HURTIG, R.; WAGNER, F. Effect of
addition of microbial surfactans on hydrocarbon degradation in soil
population in a stirred reactor. Applied Microbiology and biotechnol-
ogy, vol. 32, pp. 485-489. 1990.

OBLINGER, J. L. e KOBURGER, J. A. Understanding and Teaching
the Most Probable Number Technique. Journal of Mik Food Tecnol-
ogy. 1975

OECD (Organization for Economic Cooperation and Development.
Guideline 207: Earthworm, Acute Toxicity Tests. OECD Guidelines
for testing of chemical. OECD Paris. (1984a)

OECD (Organization for Economic Cooperation and Development.
Guideline 208: Terrestrial Plants, Growth Test. OECD Guidelines
for testing of chemical. OECD Paris. (1984b)



I 86 Valéria Souza Millioli et alii

OU, Z,Q. (2000). “Separate and combinate environmental behavior of
surfactants and polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs)” In:
http://tumb1.biblio.tu-muenchen.de/publ/diss/ww/2000/ou.pdf.
Acessado em margo 2002.

PALA, D.M. (2002). “Estudo da biorremediagéo de solo impactado por
6leo cru”. Orientadores: Geraldo Lippel Sant'Anna Jr. e Denize Dias
de Carvalho Freire. Rio de Janeiro: COPPE/UFRJ. 114p. Dis-
sertagado (Mestrado em ciéncias).

PETER, M.; ROUETTE, H.K. Grundlagen der Textilveredlung, Frank-
furt am Main, pp.285-301.1989.

PERUZZO, M.T.; CANTO, E.L. do. Quimica na abordagem do cotidi-
ano. Volume unico. Editora Moderna. 12 edigdo. Sdo Paulo. 512p.
1996.

PEZESHKI, S.R., HESYER, MW LIN, Q.; NYMAN, J.A. The effects
of oil spill and clean up o dominant US Gulf coast marsh maro-
phytes: a review. Environmental Pollution. 108. pp 129-139. 2000.

PINTO, C. S. Curso basico de mecanica de solos em 16 aulas/2° edi-
¢do — Sao Paulo, 2002.

PIRES, A. R. P. Sintese e Propriedades de Solugbes de Tensoativos
Catidnicos Derivador de (3-Dimetilaminipropil) Amidas de Acidos
Carboxilicos, Tese de Doutorado, Universidade de S. Paulo, 80p.
2002.

PIRES, F.R.; SOUZA, C.M; SILVA, A.A; PROCOPIO, S.0.; FERREIRA,
L.R. Fitorremediagéo de solos contaminados com herbicidas Planta
daninha, vol.21, No.2; pp.335-341. Ago 2003

PRADO, H. Solos tropicais - potencialidade, limitagbes, manejo e
capacidade de uso. Piracicaba, 166p. 1995.

PREVEDELLO, C.L. Fisica do solo. Editora SAEAFS; Curitiba, 250p.
1996.

PROCOPIO, S.O.l.; SANTOS, J.B.; PIRES, F.R.l.; SILVA, AA;
SANTOS, E.A.; FERREIRA, L.R. Fitorremediagéo de solo contami-



Biorremediagao de solo impactado com éleo cru... 87 _

nado com trifloxysulfuron-sodium por mucuna-preta (Stizolobium
aterrimum). Planta daninha, , vol.23, No.4, pp.719-724. Dez 2005.

PORTER, M.R.; Handbook of surfactants. Blackie Academic & Profes-
sional. Second Edition. 324p. 1994.

QUAGLIO, C.L. Quimica ensina a fazer suspensodes estaveis. In: Qui-
mica e Derivados. Ed. N° 459, margo 2007.

RATSEP, R. Biological variables for monitoring the effects of pollution
in a small catchments areas. A Literature survey. Environmental.
Monitory. Nord. vol. 8, pp. 6-21. 1991.

RESENDE, M. CURI, N. RESENDE, S.B. CORREA, G.F. Pedologia —
Base para distingdo de ambientes. Vigosa: NEPUT, 2002. 338p.

RISER-ROBERTS, V. Remediation of petroleum contaminated soil:
biological, physical, and chemical process. Lewis Publishers. 542p.
1998.

RIZZO, A.C.L; RAIMUNDO, R. (2003). Determinagéo de o6leos e gra-
xas, em solo, por gravimetria empregando método de extragdo com
ultrassom. IT2003-001-00 — Instrugéo de Trabalho elaborada para o
CETEM.

ROBINSON, K.G.; GHOSH, M.M.; SHI, Z. Mineralization enhanced of
non-aqueous phase and soil-bound PCB using biosurfactant. Water
Science and Technology, vol. 34. pp. 303-309. 1996.

ROCHA, J. C.; ROSA, A. H.; CARDOSO, A. A.; Introdugdo a quimica
ambiental — Porto Alegre, 2004.

ROCHA, J.M.S. Aplicagbes de agentes tensoativos em biotecnologia.
In: http://dequim.ist.utl.pt/bbio/64/pdf/agentes_tensioactivos.pdf
(2003). Acessado em Janeiro de 2004.

ROCHA, C.; SAN-BLAS, F.;SAN-BLAS, G.; VIERMA, L. Biosurfatants
production by two isolates of Pseudomas aeruginosa. World J. Mi-
crobil. Biotech., vol. 8, pp. 125-128. 1992.

ROJAS-AVELIZAPA, N.G.; RODRIGUEZ-VALQUEZ, R.; SAVAL-
BOHORQUEZ, S.; ALVAREZ, P.J.J. Effect of C/N/P ratio and non-



I 88 Valéria Souza Millioli et alii

ionic surfactant on polychlorinated biphenyl biodegradation. Would
Journal of Microbiology and Biotechnology. vol 16, N° 4, pp. 319-
324. 2000.

ROMO, L. “Coloideofisica —Coloide oquimica — Fenémenos de Super-
ficie”, d.Universitaria, Quito 1981. 639p.

ROSENBERG, E. Exploiting microbial growth on hydrocarbon: new
markets. Trends biotechnol, vol. 11, pp. 419-424. 1993.

SAFWAT, H.; SHAKIR, H.; WEAVER, R.W. Earthworm survival in oil
contaminated soil. Plant and sail. vol. 240, N°1, pp. 127-132. 2002.

SALVINI, R.; GARCIA, J. R.;; OLIVEIRA, I. R.; PANDOLFELLI, V.C.
Agente espumante e seus efeitos nas propriedades fisicas de alu-
mina porosa. Ceramica vol.52 N° 321 Sao Paulo. 2006.

SEABRA, P. N. C. 1997. Uso de tensoativos na mobilizagdo e biode-
gradagdo de 6leo diesel em solos impactados. Tese de Mestrado.
Rio de Janeiro. COPPE/UFRJ.

SHERRY, J.P. SCOTT, B.F. NAGY, E. DUTKA, B.J. Investigation of
the sublethal effects of some petroleum refinery effluents. Journal of
aquatic ecosystem stress and recovery. Vol 3, N° 2, pp. 129-137.
1994.

SCOTT, J.P.; OLLIS, D.F. Integration of chemical and biological oxida-
tion processes for water treatment: review and recomendations.
Environmental Progress. vol. 14. n° 2. pp.88—103. May.1995.

SILVA, A.L.C.; PONSETTO, E.; ROSA, F. Tensoativos: conceitos
gerais e aplicagdes em tintas. ART TV007 — 08/03. Oxiteno S/A In-

dustria e Comeércio. 2003. Disponivel em:
http://www.oxiteno.com.br/aplicacoes/mercados/doc/. Acessado em
Janeiro/2006.

SINGH, R.P.; GUPTA, N.; SINGH, S.; SINGH, A.; SUMAN, R.; ANNEI,
K. Toxicicity of ionic and nonionic surfactants to six microbes found
in Angra, India. Bull Environmente contam. Toxicol. vol. 69, pp. 265-
270. 2002.



Biorremediagao de solo impactado com éleo cru... 89 _

SISINO, C.L.S.; BULUS, M.R.M.; MOREIRA, J.C.; RIZZO, A.C.L.
Ensaio de comportamento com minhocas (Eisenia Fetida) para
avaliagdo de areas contaminadas: Resultados preliminares para
contaminagao por hidrocarbonetos. Journal of the Brazilian society
of ecotoxicol., vol. 1 N° 2 pp. 137- 140. 41 — 44. 2006.

TSAIl, S.M.; BARAIBAR, A.V.L.; ROMANI, V.L.M.. Efeitos de fatores
fisicos e quimicos sobre os microrganismos do solo: umidade e ae-
ragdo. In: CARDOSO, E.J.B.N.; TSAI,S.M.; NEVES, M.C.P. Micro-
biologia do solo. Sociedade Brasileira de ciéncia do solo. Campi-
nas. 1992.

TREVORS, J.T. Dehydrogenase activity in soil: a comparison between
the INT and TTC assay. Soil Biol. Biochem., vol.16, pp. 673-674,
1984.

URUM, K.; PEKDEMIR, T. C.; OPUR, M. Optimum conditions for
washing of crude oil-contaminated soil with biosurfactant solutions.
Process Safety Environ. Protect. Vol. 81, pp. 203-209. 2003

URUM, K., PEKDEMIR, T. C. Evaluation of biosurfactants for crude oil
contaminated soil washing. Chemosphere vol. 57, pp. 1139-1150.
2004

URURAHY, A. F. P. Biodegradagéo de residuos oleosos proveniente
de refinaria de Petréleo. Dissertacdo Tese de D. Sc., Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Escola de Quimica, Rio de Janeiro, Bra-
sil, 127p. 1998.

USEPA8015B. Nonhalogenated organics using CG/FID. EPA, revision
2, 28p. 1996.

VECCHIOLI, G.L.; Del PANNO, M.T.; PAINCEIRA, M.T. Use of se-
lected autochthonous soil bacteria to enhance degradation of hy-
drocarbons in soil. Environmental Pollution, vol. 67 , pp. 249-
258.1990

VOLPON, A.G.T.; VITAL, R.L.; CASELLA, R.C. Método NMP em mi-
croescala para contagem de microrganismos consumidores de hi-
drocarbonetos. Comunicacgao técnica SEBIO N. 06/98.



I 90 Valéria Souza Millioli et alii

WATTS, R.J.; UDELL, M.D.; MONSEN, R.M. Use of iron minerals in
optimizing the peroxide treatment of contaminated soil. Water Envi-
ronmental Research. vol. 65. n° 7. pp. 839-844. Nov/Dec. 1993.

WALKLEY, A ; BLACK, L.A Na examination of the Detjareff mathod for
determining soil organic matter and propose modification of the
chromic titration methods. Soil Scince. vol. 37 pp. 29-38. 1934.
Apud JARAMILLO, |.R. Fundamentos teoricos-praticos de temas
selectos de la ciencia del suelo. Parte 1 Universidad Auténoma Me-
tropolitana, México. 1996.

WEBER, W. J.; CORSEUIL, H.X. Inoculation of contaminates subfur-
face soil with enriched indigenous microbes to enhance bioremedia-
tion rates. Water Research. vol. 28, NO 6, pp. 1407-1414, 1994.

WEST, C.C. e HARWELL, J.H. Surfactant and surface remediation.
Environm. Sci. Techonol. vol. 26, pp. 2324-2330. 1992.

WILSON, S.C. e JONES, K.C. Bioremediation of soil contaminated
with polynuclear aromatic hydrocarbons (PAHSs): A review, Environ.
Pollut. vol. 81, pp. 229-249. 1993.

YEARDLEY, R. B.; LAZORCHAK, J. M.; GAST, L. C. The potential of
an earthworm avoidance test for evaluation of hazardous waste
sites. Environ. Toxicol. Chem., vol. 15 pp. 1532-1537. 1996.

YERUSHALMI, L.; ROCHELEAU, S.; CIMPOIA, R.; SARRAZIN, M;
SUNAHARA, G.; PEISAJOVICH, A.; LECLAIR, G.; GUIOT, S.R.
Enhsnced biodegradation of petroleum hydrocarbons in contami-
nated soil. Bioremediation Journal, vol. 7, pp. 3751, 2003.



SERIES CETEM

As Séries Monograficas do CETEM sé&o o principal material de
divulgacdo da produgéo cientifica realizada no Centro. Até o
final do ano de 2007, ja foram publicados, eletronicamente e/ou
impressos em papel, cerca de 200 titulos, distribuidos entre as
seis séries atualmente em circulagdo: Rochas e Minerais
Industriais (SRMI), Tecnologia Mineral (STM), Tecnologia Ambiental
(STA), Estudos e Documentos (SED), Gestdo e Planejamento
Ambiental (SGPA) e Inovagdo e Qualidade (SIQ). A Série
Iniciagado Cientifica consiste numa publicacao eletronica anual.

A lista das publicagbes podera ser consultada em nossa
homepage. As obras estdo disponiveis em texto completo para
download. Visite-nos em http://www.cetem.gov.br/series.

Ultimos nameros da Série Tecnologia Ambiental

STA-49 — Remocdo de oleo e arsénio de efluente industrial
utilizando xisto retortado. Patricia Ferreira Prado, Claudia
Duarte da Cunha, Selma Gomes Ferreira Leite e Fernando
Jorge Santos Oliveira, 2008.

STA-48 — Implantagdo de tecnologias de remediacdo de
agua subterranea contaminada por gasolina em postos
de abastecimento: estudo em campo e em microcosmos.
Aline Alves Soares, Claudia Duarte da Cunha e Selma
Gomes Ferreira Leite, 2008.

STA-47 — Biorremediacdo de Agua Subterranea Contami-
nada com Gasolina e Anélise Molecular da Comunidade
Bacteriana Presente. Claudia Duarte da Cunha, Selma
Gomes Ferreira Leite, Alexandre Soares Rosado e Mario do
Rosario, 2008.



INFORMACOES GERAIS

CETEM - Centro de Tecnologia Mineral

Avenida Pedro Calmon, 900 — Cidade Universitaria
21941-908 — Rio de Janeiro — RJ

Geral: (21) 3867-7222

Biblioteca: (21) 3865-7218 ou 3865-7233

Telefax: (21) 2260-2837

E-mail: biblioteca@cetem.gov.br

Homepage: http://www.cetem.gov.br

NovAS PUBLICACOES

Se vocé se interessar por um nimero maior de exemplares
ou outro titulo de uma das nossas publicagdes, entre em
contato com a nossa biblioteca no endereco acima.

Solicita-se permuta.

We ask for interchange.



