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Numa co-contaminagdo entre metais pesados e petrdleo, a biodegradagdo do dleo fica prejudicada devido a
presenca de metais pesados . No entanto, é possivel minimizar este problema adicionando-se surfactantes, que
sdo capazes de complexar e/ou dessorver o metal colaborando para aumentar a degradagéo do éleo. Dessa
forma, o objetivo do presente trabalho foi analisar dois tipos de surfactantes (um quimico e outro biolégico) num
solo co-contaminado em laboratdrio com metais pesados (Zn?* e Cu?*) e 6leo cru. Para este fim, foi realizado um
planejamento experimental 24 que consistiu em 8 experimentos em duplicata. Verificou-se que para obtengao
de maior indice de biodegradacdo foi necessario maior concentragdo de biossurfactante e menores

concentragdes de Zinco, Cobre e Tween 80, obtendo-se uma biodegradacéo em torno de 38% em 40dias.
1.Introdugao

A biodegradacdo € um método atrativo para a remediagdo de solos contaminado com hidrocarbonetos de
petréleo devido sua viabilidade econémica. Este método bioldgico baseia-se no fato de que os microrganismos
tém a possibilidade de metabolizar compostos quimicos. Tanto o solo quanto &s &guas subterrdneas contém
elevado numero de microrganismos que gradualmente se adaptam as fontes de energia e de carbono

disponiveis.

Cargas elevadas de metais pesados podem resultar na diminuicio da biomassa microbiana presente
originalmente no solo, reducdo da viabilidade populacional bacteriana e a inibigdo da mineralizagdo das
substancias. Neste contexto, os surfatantes tém demonstrado potencial aplicagdo na biodegradacdo de
hidrocarbonetos de sistemas ambientais contaminados. A eficacia da biodegradagéo ¢ demonstrada a partir da
remogdo de metais pesados e da melhora na biodegradacdo do 6leo, visto que os problemas relativos & baixa
solubilidade em agua, a alta fixagdo e a pequena transferéncia desses poluentes da fase sélida para a fase
aquosa sdo minimizados quando os surfatantes sdo utilizados em concentragbes iguais ou superiores aos

valores da CMC (Concentracao Micelar Critica) de cada.
2.0bjetivo:

O objetivo do presente trabalho é avaliar a adi¢do dois tipos de surfatantes (um quimico e outro biolégico) num
solo contaminado com dleo cru com diferentes concentragdes dos metais zinco e cobre, através de um

planejamento experimental 24" | visando o0 aumento dos indices de biodegradagao do 6leo cru.
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3.Metodologia:
3.1.0solo:

O solo estudado neste trabalho é proveniente da regido nordeste do Brasil e foi escolhido devido as suas
caracteristicas argilosas. Inicialmente foram feitos o quarteamento e peneiracdo do solo para retirar o material
grosseiro. A caracterizagao foi feita seguindo as normas da ABNT, sendo ainda verificada a granulometria e a
determinagéo dos nutrientes presentes no solo; determinacéo do teor de Oleos e Graxas (0&G) ; teor de Matéria
organica do solo; pH do solo; determinagdo da capacidade de reten¢ao de liquido; contagem de microrganismos

heterotréficos totais e degradadores do 6leo cru. A Tabela 1 mostra as caracteristicas do solo.

Tabela 1. Caracteristicas do solo virgem (sem contaminagéo ) e do solo apds a contaminag&o.

Parametro = Teorno Solo | Teor no Solo Parametro Teor no Solo Teor no Solo
Virgem Contaminado Virgem Contaminado
0,13 g/kg 0,23 g/kg Densidade 1,3g/mL 1,29 /mL
P 0,15 g/kg 0,13 g/kg Matéria organica 1,7% 5,8%
Silte’ 14% — pH 6,8 6,4
Areia’ 75% — Argila’ 11% —

* Resultados foram cedidos pelo laboratério de geotecnia ambiental da COPPE.

3.2. Surfatantes:

Foram escolhidos dois tipos de surfatantes com base em trabalhos anteriores: um biossurfactante do tipo
ramnolipidio e um surfactante quimico (Tween-80). Foi escolhido um biossurfactante do tipo ramnolipidio devido
a sua capacidade de complexar o metal pesado na forma livre dentro da solugdo, além da capacidade de
aumentar os indices de biodegradagdo do 6leo. O Tween-80 foi escolhido, devido a sua alta capacidade de

aumentar os indices de biodegradagao do 6leo.
3.3. Metais pesados:

Os metais pesados escolhidos foram zinco e cobre. Os sais utilizados para adi¢do de Zn*2 e Cu?* foram ZnSO..
7H,0 e CuSOQs. 5H,0 respectivamente. As concentragdes de Zn e Cu para contaminagdo do solo foram
baseadas nos dados da literatura (MULLIGAN et al. 2005; MASLIN & MAIER ; 2000).

4. Desenvolvimento:
4.1. Planejamento experimental fracionario 2¢-) e ensaios de biodegradacao:
4.1.1. Planejamento experimental fracionario 241 :

Este planejamento teve como objetivo investigar as a adicdo de Zinco, Cobre, e de dois surfatantes, sendo um

bioldgico (ramnolipidio) e outro quimico nao idnico (Tween 80). O planejamento fatorial fracionario consistiu em
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8 experimentos em duplicata, totalizando em 16 experimentos. A Tabela 2 mostra os fatores e 0s niveis

avaliados no planejamento experimental 204-1) .

Tabela 2. Fatores avaliados para verificagdo da remogo de Oleos e Graxas contidos no solo, empregando

planejamento fatorial fracionario 241

NIVEIS
FATORES Nivel (+1) Nivel (-1)
Zinco 1000 mg/kg 500 mg/kg
Cobre 200 mg/kg 100mg/kg
Biossurfactante 20g/kg 10g/kg
Tween-80 5 glkg 0,5 glkg

4.1.2 . Ensaios de biodegradagao:

Nestes ensaios foram pesados 200g de solo seco contaminado com dleo cru em células de tratamento com
capacidade de 650mL, sendo os nutrientes corrigidos através da adi¢do de nitrato de aménio (NHsNO3) e fosfato
de potassio dibasico (KH2POs). A umidade foi ajustada para 50% da capacidade de campo. A relagdo nutricional
utilizada foi C:N:P = 100: 15: 1 que foi a relagdo 6tima determinada em ensaios anteriores (OLIVEIRA, 2005). As
células foram colocadas em estufa a 300C durante 40 dias, sendo retirados periodicamente para aeragéo e

ajuste de umidade. A Tabela 3 mostra a matriz padréao do planejamento experimental.

Tabela 3. Matriz padrao para os experimentos conduzidos no planejamento fatorial completo 241

EXPERIMENTOS NIVEIS DOS FATORES
Zinco Cobre Biossurfatante Tween-80
1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 1
3 -1 1 -1 1
4 1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 1
6 1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1
8 1 1 1 1
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4.3 - Verificagdo do ponto intermediario do planejamento:

Estes ensaios foram avaliados com pontos intermediarios dos fatores do planejamento experimental. Os ensaios
foram conduzidos conforme relatado no item 4.2 e as concentragdes de surfactantes e metais pesados utilizadas
nestes ensaios sao mostradas na Tabela 4.

Tabela 4. niveis intermediarios dos fatores do planejamento experimental

FATORES NIVEL INTERMEDIARIO
Zinco 750mglkg
Cobre 250 mg/kg
Biossurfactante 15g/kg
Tween-80 2,75 glkg

5. Resultados e discussao:

5.1. Avaliacdo da utilizagdo de surfatantes na biorremedigdo de solo co contaminado com éleo cru e metais

pesados Cobre e Zinco:

Verificou-se no planejamento explicitado acima que a biodegradacdo do 6leo nos diferentes tratamentos gerados
pela matriz padrdo variaram de 15,5 a 38,6 % (Tabela 5). Depois de conduzidos 0s ensaios, estes apresentaram
diferentes respostas nos niveis e fatores estudados, havendo a necessidade de uma andlise estatistica para se
compreender melhor os resultados obtidos. A analise estatistica determinou uma regresséo linear com um
coeficiente de correlagéo de 0,93 significando que cerca de 93 % da variagéo total era explicada pela regresséo

com um intervalo de confianca de 95%.

Para verificar se os efeitos eram ou n&o significativos sobre a biodegradagéo do dleo foi utilizado o teste t de
Student. Um valor tabelado para o t de Student de 2,447 foi obtido, admitindo-se um nivel de significancia de
95% e 8 graus de liberdade. A partir deste valor, avaliou-se se os efeitos eram ou ndo significativos. Estas
andlises sdo melhores visualizadas utilizando-se o Grafico Pareto (Figura 1), que indicou que para melhor
biodegradacdo do 6leo necessita-se de maior concentragdo de biossurfactante e menores concentragdes de

Zinco, Cobre e Tween-80.
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Tabela 5: Resultados referentes a eficiéncia de remogédo dos O&G do solo no planejamento experimental

fracionario 24-1

FATORES
ENSAIOS
Zinco Cobre Biossurfactante Tween-80 Remogao de O&G (%)
1 -1 -1 -1 -1 32,4 1,61
2 1 -1 -1 1 15,5 +2,36
3 -1 1 -1 1 19,7 2,79
4 1 1 -1 -1 21,4 43,29
5 -1 -1 1 1 3717
6 1 -1 1 -1 38,6 4,2
7 -1 1 1 -1 33,4279
8 1 1 1 1 29,5 +1,12

Nenhuma interagdo se mostrou estatisticamente significativa, entretanto serdo observadas através de gréfico de
cubo as interagdes entre o biossurfactante do tipo ramnolipidio e os respectivos metais. Verifica-se que,
estatisticamente, é possivel obter cerca de 38% de remogéo do 6leo quando so utilizados o biossurfactante na
maior concentragdo (20g/kg), o cobre na menor concentragdo (500 mg/kg) e o zinco em sua menor concentragao
(100mg/kg). Estudos demonstram que altas concentragdes de metais pesados inibem o processo de
biorremediagdo, dessa forma, entende-se melhor porque o planejamento indicou a utilizagdo de baixas

concentragdes desses metais pesados.

Foram analisados também os ensaios com os fatores intermediarios fornecidos pelo planejamento
experimental. Verifica-se que ao se trabalhar com os fatores nas concentragdes intermediarias atingiu-se um
maior percentual de remog&o de O&G (45,5%), indicando que as concentragdes intermediarias dos surfactantes
foram positivas para o processo de biorremediagdo. Aos 20 dias de experimentos houve um pico de crescimento
dos microrganismos, observando-se uma queda apés 40 dias, entretanto, com uma populagdo um pouco maior
que a inicial, indicando a possibilidade de a¢do desses microrganismos além dos 40 dias avaliados neste
trabalho. Segundo SINGH e CAMEOTRA (2004), os surfatantes ani6nicos sdo mais efetivos quando os metais
sd0 agentes a serem sequestrados, sendo, dessa forma, os ramnolipidios sdo mais eficazes na remogédo de

cobre, zinco onde ha co-contaminagdo com hidrocarbonetos de petréleo.
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Grafico Pareto - Variavel resposta: % O&G
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p=0,05

(3) Bio aniénico 8,53
(2)Cobre
(4)Tween
(1)Zinco
1---2
1---3

1--4

-1 0 1 2

3 4 5 6
Efeito estimado (Valor absoluto)

Figura 1. Gréfico Pareto para a eficiéncia de remogéo dos O&G

Planejamento 241

ORLDO\RIO ALY

Figura 2 — Interagéo entre os parametros Biossurfactante---Zinco---Cobre
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Tabela 6. Remogao de Oleos e Graxas (O&G) dos pontos intermediarios do planejamento experimental 2¢-1

CONTAGEM DE MICROGANISMOS

REMOGCAO DE 08G (%) Bactérias Heterotrdficas totais Bactérias degradadoras de 6leo cru
INICIAL 20 DIAS 40 DIAS INICIAL 20 DIAS 40 DIAS
455 +0,0707 2,0 X106 2,5 X101 3,7 X108 1,7 X108 1,8X10° <4,5X108

6- Conclusoes:

A utilizagéo do biossurfactante do tipo ramnolipidio foi eficaz para aumentar os indices de biodegradacéo de um
solo contaminado com 6leo cru, zinco e cobre. Através do grafico pareto pdde-se observar que o biossurfactante
em maior concentracdo foi essencial para aumentar os indices de biodegradagdo, apresentando um
biodegradacdo de aproximadamente 40% apds 40 dias de experimento. A utilizagdo de outro surfactante
(Tween-80) ndo foi eficaz para que aumentasse os indices de biodegradacdo do dleo, segundo analise
estatistica. A utilizacdo dos fatores em seus niveis intermediarios contribuiu para o aumento de remocgéo de

6leos e graxas.
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