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Neste trabalho foram investigadas as taxas de biodegradagdo de benzeno, tolueno e xileno por
microogranismos autoctones presentes em aquiferos arenosos naturais. Foi observado que, apesar
das condi¢oes altamente favordveis de nutrientes e de receptores de elétrons, o inicio da mensuravel

oxidacdo microbiana desses compostos de facil degradagdo era retardado em sistemas contendo

pequenas populacoes microbianas. Tais retardos variaram inversamente com o numero inicial de
microbios capazes de degradar um composto particular, o que sugere a necessidade do
desenvolvimento de alguma populagdo critica de microorganismos.

1. INTRODUCAO

Uma grande variedade de contaminantes organicos sao conhe-
cidos por serem facilmente degradados biologicamente em labora-
torio, o que sugere uma larga eficiéncia dos processos biologicos
para remediacdo de sistemas subsuperficiais contaminados. No
entanto. taxas de biotransformagoes muito menores sao normal-
mente observadas em ambientes naturais. Em particular, retarda-
mentos significantes sao geralmente verificados antes que ocorra
uma demonstrdvel degradacdo de compostos organicos recém
introduzidos. Fatores relatados que afetam o periodo destes retar-
dos incluem a inducdo enzimdtica, as mudancas genéticas e 0
numero de microorganismos capazes de degradar compostos espe-
cificos (Wiggins et al., 1987; Aelion et al., 1987; Aamand et
al.. 1989: Spain, 1990).

Os retardos causados no inicio da mensurdvel degradacao, mes-
mo desconsiderando as causas especificas, devem ser incluidos
nas previsoes do transporte e destino de contaminantes em am-
bientes subsuperficiais, e em estimativas das taxas de bioreme-
diacdo (Wiggins et al., 1987). Atualmente ndo existe nenhum
método para se prever a magnitude do retardo entre a introdugao
de um contaminante e o inicio de sua mensurdvel biodegradagao

(Alexander e Scow, 1989). Este estudo investiga a cinética de
degradacdo dos hidrocarbonetos aromdticos e examina os retar-
dos associados ao inicio da mensuravel utilizacao do substrato
em materiais de aquifero arenosos em condigoes otimas de cresci-
mento. Explora-se a hipétese de que estes retardos possam ser
atribuidos ao nimero insuficiente de microorganismos autoctones
contaminante-especificos, ou seja, a necessidade destes microor-
ganismos atingirem uma populacao suficiente para produzir uma
demonstravel degradagdo do contaminante. Como ¢ sabido, as
taxas de utilizacao do substrato sio diretamente proporcionails
a biomassa. Neste contexto, retardos aparentes no inicio da ativi-
dade podem ser na realidade os periodos necessarios para a 0cor-
réncia de populagoes criticas; isto €, periodos de desenvolvimento
de uma populacao critica (DPC). Apesar de ser um ponto obvio,
isto € geralmente desconsiderado em avaliagoes laboratoriais e
em aplicagdes de bioremediacao em campo, que tendem a foca-
lizar principalmente as exigéncias e deficiéncias de receptor de
elétron e de nutrientes.

Os hidrocarbonetos monoaromadticos benzeno, tolueno e xileno
(compostos BTX), escolhidos para este investigagao, sa
tuintes comuns de dguas subterrdneas contaminadas por derrama
mentos de gasolina. Vdrios experimentos

const

foram desenvolvidos
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em bateladas e em colunas. Pardmetros biocinéticos e os efeitos
da temperatura no crescimento microbiano foram determinados
em experimentos em batelada com microorganismos isolados de
um material de aquifero ndo contaminado. Os efeitos da concen-
tracdo do substrato e das condigoes de fluxo na biomassa nativa
responsével pela degradacido dos compostos BTX foram investi-
gados em experimentos em colunas. O trabalho foi conduzido
para estabelecer uma firme base cientifica que permita determinar
se as limitagoes de biomassa precisam ser consideradas em aplica-
coes de engenharia dos processos no local para descontaminagio
de sistemas subsuperficiais.

2. MATERIAIS E METODOS

O material de aqiiifero arenoso usado neste estudo foi obtido
de uma instalacdo de producdo de gds natural em Kalkaska,
Michigan, EUA, onde foi detectada uma grande pluma de benze-
no, tuoleno e xileno em 1984 (Chiang er al., 1989). O material
foi coletado em uma drea nd contaminada da estagdo, a uma
profundidade de 1 a2 m, e refrigerado a 6°C. Andlise dos s6lidos
de Kalkaska reveleram uma composicdo de 99.8% de areia e
0.2% de silte e argila, e um contetido de carbono organico total
de 0.07%. '

Uma solucdo sintética com nutrientes foi usada para fornecer
as condicGes ambientais favordveis para o crescimento dos mi-
croorganismos presentes nas areias do aquifero testado. Esta solu-
cdo era feita com a adicdo de: 0.2g de MgSO,.7H,0, 0.1g de
CaCl,, 0.05 mg de FeSO,.7H,0, 0.25 mg de NaMoO,.2H,0,
0,43 g de K,HPO4, 0,23 g de KH,PO, e 0,05 g de KNO,, comple-
tados a um litro de dgua deionizada. Nitrato era usado como
fonte de nitrogénio para limitar o crescimento de microorga-
nismos nitrificantes, que poderiam diminuir a disponibilidade de
receptores de elétrons para a degradagdo dos contaminantes atra-
vés do aumento da demanda de oxigénio.

Os hidrocarbonetos monoaromaticos usados foram analizados
ou por cromatografia gasosa precedido por separagdo em equipa-
mentos de purge and trap (Environchem model 810A, Environ-
chem. Inc.) ou por andlise de head space (em um HP 5890 GC
equipado com um analisador de head space modelo HP 19395A
Hewlett Packard). Os compostos eram separados isotermicamen-
te a 75°C e detectados por ionizacdo com chama. Padroes externos
eram preparados rotineiramente para testar as curvas de calibra-
¢do. Os limites de deteccao para os instrumentos utilizados eram
0.1 ppb (com uma amostra de 10ml) e 10 ppb, respectivamente,
para as andlises em purge and trap e em head space. O oxigénio
dissolvido era medido usando-se um medidor de oxigénio (YSI
modelo 5300 Biological Oxygen Monitor, Yellow Spring) equi-
pado com um microssistema de fluxo continuo. O equipamento
era capaz de detectar niveis de oxigénio de até (.1 mg/l.

Os numeros de microorganismos presentes nas solucoes foram
quantificados por contagem de placas. As dilui¢oes eram feitas
em uma solucao tampdo de fosfato de potdssio contendo 0.5
mg/l de Tween 80, usado como agente desagregador (Chang e
Rittmann, 1988). As dilui¢coes apropriadas eram aplicadas a placas
contendo (.5% de dgar-nutriente-triptone (TNA) de acordo com
o Standard Methods (1989). As placas eram mantidas a 30°C
e contadas apds trés dias. O uso deste meio, que permite a estima-
tiva somente do numero total de heterdtrofos, foi apropriado
neste estudo porque os experimentos foram realizados na pre-
senca de apenas um hidrocarboneto de cada vez, e sem a presenca

de nenhuma outra fonte adicional de carbono. Uma técnica de
contagem de placa usando vapores de benzeno, tolueno e xileno
foi também testada, mas descartada devido ao longo periodo
(duas semanas) necessdrio para se obter colonias suficientemente
grandes para serem contadas. A enumeracgao das bactérias aderi-
das as particulas de areia foram feitas através da agitacao por
20 minutos de 10 gramas de areia em 100 ml de uma solugdo
estéril contendo 0.1% de sodio pirofosfato (Wilson er a/., 1983).
Os microorganismos liberados por esta técnica foram entdo quan-
tificados pelo método da contagem de placas.

2.1. Determinacao dos parametros biocinéticos.

Quatro coeficientes biocinéticos foram determinados indepen-
dentemente para benzeno, tuoleno e o-xileno: 1) o coeficiente
da maxina taxa especifica de utilizagao do substrato (MTEUS).
k; 11) o coeficiente de meia-velocidade, K ; 1i1) o coeficiente de
producao, Y e iv) o coeficiente de decaimento celular. b. Estes
coeficientes foram determinados usando-se microorganismos ob-
tidos de experimentos em colunas de areia de Kalkaska que foram
previamente alimentadas continuamente com uma solucao aquosa
contendo 2 mg/l de benzeno, tuoleno ou o-xileno (usados indivi-
dualmente como fonte de carbono), por dez dias ou até que
os contaminantes tivessem sido completamente degradados. Os
estudos cinéticos foram realizados em sistemas em bateladas usan-
do uma série duplicada de frascos de vidro de 5 ml fechados
com tampa revestida com teflon. As amostras do efluente de
cada coluna contendo microorganismos adaptados eram coletadas
e homogeneizadas, e 100 ul eram entdo adicionados aos frascos
de 5 ml. Cada um destes frascos servia como um reator separado
para a geracdo de um ponto para a subsequente andlise da taxa
de biodegradacdo. Jsto minimizou a propagacdo de erro experi-
mental de um ponto para outro. As solugoes dos compostos a
serem estudados eram preparadas em cilindros de vidro completa-
mente chelos para evitar a volatizacao dos hidrocarbonetos. e
adicionadas com seringas com vedagao de gds aos frascos que
eram fechados rapidamente. Frascos extras, usados como contro-
le, eram preparados sem a presenga de microorganismos e conten-
do 100 mg/l de azida de sddio. Dois frascos eram imediatamente
analisados para a determinacao das concentragoes iniciais de con-
taminante e biomassa. Andlises periddicas dos hidrocarbonetos
eram entao realizadas. Os parametros eram estimados usando
andlise de regressao ndo-linear com o software Systat 5.1 (Systat.
Inc.).

2.2. Sistema em coluna de areia.

Os reatores com areia consistiam de colunas de vidro com
didmetro interno de 2.54 cm operados em fluxo ascendente. Apos
o enchimento das colunas, cada sistema era lavado com 200 ml
de solugdo sintética de dgua subterrdnea autoclavada para remo-
ver bolhas de ar. Uma carga de areia de 50 gramas era usada
em cada experimento, o que correspondia a uma altura de aproxi-
madamente 6.1 cm. Experimentos com tragador (NaCl) demons-
traram que as colunas eram enchidas corretamente e as condigoes
de fluxo se aproximavam as de um reator ideal de fluxo de pistao.
As solucoes aquosas contendo as concentracoes desejadas dos
compostos estudados eram preparadas em cilindros de vidro sem
espacos vazios, como descrito anteriormente, e bombeadas para
os reatores com uma bomba peristaltica Miniplus 2 (Gilson Medi-
cal Electronics, S.A.). Para minimizar a adsor¢do nas superficies
todos os tubos eram de aco inoxidavel ou viton. Os materiais
eram autoclavados antes de uso, e as amostras eram coletadas
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com seringas com vedagdo de gds e imediatamente analisadas
para evitar perdas por biodegradagdo ou volatizagdo. Os experi-
mentos eram realizados a temperatura ambiente (22°C) quando
ndo especificados, e a velocidades intersticiais variando entre
(.2 m/dia e 2m/dia, o que estabelecia tempos de detencdo hidrau-
lica de aproximadamente 7.5 horas e 45 minutos, respectivamen-
te. Experimentos em colunas, onde a atividade microbiana foi
inibida com a adigdo de azida de sdédio, foram realizados para
confirmar que a sor¢do dos hidrocarbonetos monoaromaticos nas
areias de Kalkaska, que tinham baixo conteudo organico (0.07%),
era modesto, completamente reversivel, e insignificante como
um mecanismo de remogdo. Estes experimentos serviram também
como controles para os estudos de degradacido em condigoes
de fluxo continuo. Ndo foi observada nenhuma perda que possa
ser atribuida a volatiliagdo ou a inapropriada amostragem dos
compostos estudados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Parametros biocinéticos.

Geralmente os modelos que descrevem crescimento bioldgico
e utilizagdo do substrato sao baseados na cinética de Monod.
As relacoes das taxas para utilizacao do substrato e crescimento
liquido microbiano em reatores em bateladas foram dadas por
Lawrence e McCarty (1970):

_ 48 _ kXS dX _ YkSX
T T R SR 1 SRR

onde S = concentracao do substrato (mg/l); t = tempo; 5 —con-
centracao microbiana (mg/l); e, k (mg-substrato (mg-células)’
dia ): K (mg/l): Y (mg células por mg de substrato), e b (dia
') sdo como definido anteriormente. A Equagdo 2 ¢ baseada
na suposi¢do de que o crescimento microbiano manifesta um
perfil hiperbdlico.

McCarty (1975) demonstrou a validade de uma relagao entre
as energias livre da reagao e a maxima producdo de células para
bactérias autotroficas e heterotroficas. Este modelo foi usado
para determinar os valores do coeficiente de producdo, Y, que
para benzeno. tuoleno e xileno foi respectivamente, (.65, (.66,
¢ 0.67. Detalhes dos cdlculos foram apresentados por Corseuil
(1992).

O coeficiente de decaimento, b, foi determinado usando-se
amostras coletadas do efluente de uma coluna de areia que foi
alimentada por mais de 10 dias com o-xileno, que foi o tempo
necessario para completa degradagao do hidrocarboneto. Virios
frascos de 5 ml foram completados com a amostra e entao reali-
zou-se diariamente andlises de contagem de placas. Este procedi-
mento foi repetido duas vezes, a primeira em um periodo de
5 dias e a segunda em 13 dias. Os resultados experimentais e
uma simula¢do usando um modelo de decaimento de primeira
ordem sdo apresentados na Figura 1 para o experimento de 5
dias. Os valores dos parametros de ajuste para a regressao nio
linear dos dados experimentais para os 5 dias e para os 13 dias
sao apresentados na Tabela 1. Um valor de b = 0.11/dia, que

estd dentro do intervalo de confianca de 95% para ambos os
experimentos, foi usado para os microorganismos degradadores
de xileno. Para as subsequentes simulagdes de modelo, os coefi-
ciente de decaimento para benzeno e tuoleno foram considerados
os mesmos do xileno.

Para obter uma tnica estimativa de pardmetros, os valores
para a maxima taxa especifica de utilizagdo do substrato, k. e
para o coeficiente de meia velocidade, K, foram determinados
em experimentos independentes em batelada usando-se analises
de regressao nao linear. O coeficiente k foi determinado em
experimentos a alta concentragdo de substrato, para o qual foi
assumido que a concentragdo inicial do substrato, S, era muito
maior do que K. As concentragoes iniciais dos compostos BTX
foram mantidas a niveis menores do que 4 mg/l para evitar a
possibilidade de limitacoes de oxigénio. Quando K é muito menor
do que a concentragdo inicial do substrato, a taxa de utilizacao
do substrato é de ordem zero em relagdo a S. Para este caso,
€ facil obter a solugao simultdnea das Equacoes 1 e 2. A Equagao
3 fornece o seguinte modelo de ordem zero de utilizagio do
substrato com crescimento microbiano

$=S, - k X [e(Ykb)t -1
( [e(Yk-b)t = 1] 3

(Yk —b)

Experimentos com baixa concentragao inicial de substrato fo-
ram usados para determinar o coeficiente de meia velocidade.
De acordo com a cinética de Monod, a taxa de utilizacao do
substrato ¢ muito mais dependente do coeficiente K, a baixas
concentragoes do substrato do que a altas concentracoes. A solu-
¢ao da forma integrada da Equacao 1, na qual a suposicdo de
que X = Y(S,-S) + X, foi usada para eliminar a biomassa varid-
vel, foi apresentada por Robinson e Tiedje (1983):

CIn{[Y(S- 8) + X )X } —C,In(S/S )=u__t 4)

onde C,=(KY +8Y + X )(YS, + X); C, = (KY/YS, +
X,): X, € a biomassa inicial; S, € a concentragio inicial do subs-
trato; e pmax = kY, a mdxima taxa de crescimento especifico.
A Equagao 4 foi usada na andlise de regressao nao linear para
estimar K. A concentracdo da biomassa em mg foi convertida
do nimero de células considerando-se uma célula microbiana
com um peso seco de 2x10""mg (McCarty).

O xileno foi o primeiro composto a ser estudado por ser o
contaminante mais persistente na drea onde ocorreu o derrama-
mento em Kalkaska. Oswados nas Figuras 2 e 3 de experimentos
a altas concentracoes de xileno revelam uma diferenca aproxi-
mada de 40-45% nos periodos de retardo antes do inicio da rdpida
degradacao nos dois diferentes niveis de biomassa. A completa
degradacao de 3.7 mg/l de xileno em um nivel de biomassa mais
elevado ocorreu em apenas 2,75 dias, enquanto que o sistema
com menor biomassa necessitou de 3,75 dias para a degradagio
de 2,15 mg/l de xileno. A resultante da taxa geral de conversao
a um nivel maior de biomassa, 1,35 mg/l-dia, foi deste modo
aproximadamente 2,4 vezes a taxa de conversio de " 57 mg/l-dia
a um nivel menor de biomassa.

Os valores de ajustamento dos dados apresentados nas Figuras
2 e 3 para a regressao ndo linear sdo apresentados na Tabela
2, juntamente com os valores dos parametros de dois outros
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experimentos realizados a concentracoes de o-xileno na faixa de
20 ng/l e diferentes concentragoes iniciais de biomassa. Como
apresentado na Tabela 3, estes dois ultimos experimentos foram
usados para a estimativa de K. Um valor de k =3,11/dia (Tabela
2) foi usado no ajuste da regressdao nao linear. Os pequenos
valores de K, obtidos indicam que este parametro poderia ser
eliminado dos cdlculos do modelo (Equagao 4) sem que houvesse
efeito real nas simulagées. Os numeros da Tabela 3 indicam tam-
bém que, para este caso particular, K, ndo pode ser estimado
corretamente usando-se experimentos a uma concentragao inicial
de substrato na faixa de 20p g/l. Estes resultados validam a supo-
sicao de cinética de ordem zero em relagdo ao substrato (S, »K,)
para os experimentos a alta concentragao de xileno. Novas simula-
¢oes foram realizadas usando-se o modelo de ordem zero, Equa-
¢ao 3, e os dados a baixa concentragdo para estimar o coeficiente
da mdxima taxa especifica de utilizacio do substrato (k). Os
valores estimados de k para as baixas concentragoes de o-xileno
estdo praticamente dentro do intervalo de confianca de 95% das
simulacoes para as altas concentragoes de o-xileno (Tabela 2).

Experimentos similares aos descritos acima para o-xileno foram
também realizados para benzeno e tolueno. A Figura 4 mostra
os dados e a simulagdao do modelo de ordem zero para benzeno
a alta concentracdo inicial de substrato. O mesmo valor para
a mdxima taxa especifica de utilizagao do substrato, k, foi obtido
a alta (ppm) e baixa (ppb) concentragdo de benzeno, o que ¢é
uma indicacdo de que K, ¢ pequeno se comparado com 22 ng/l
(Tabela 2). Para as condigoes testadas, estes resultados mostram
que o coeficiente de meia velocidade (K, ) pode ser negligenciado
para concentracoes superiores a aproximadamente 20p g/l.

Dados experimentais e a simulagdo do modelo para a determi-
nacdo do valor de k para tolueno sio apresentados na Figura
5. Nesta simulacdo as concentragoes iniciais do substrato e da
biomassa, S, e X, foram respectivamente, 1,44 mg/l e 0,10p g/l
(5x10° células/ml). O valor estimado de k foi 2,73 dia |, com
um intervalo de confianga de 2,72 - 2,75 dia . Controles com
azida de sddio mostraram perdas menores que 5% para todos
os experimentos em batelada. Um resumo dos parametros bioci-
néticos obtidos para benzeno, tolueno, e o-xileno usando o0 mo-
delo de ordem zero com crescimento microbiano € apresentado
na Tabela 4.

3.2. Efeitos da temperatura.

A temperatura ¢ um fator ambiental critico para as taxas de
degradacao microbiana. A temperatura média da dgua subter-
ranea na drea contaminada em Kalkaska € inferior a 10°C (Chiang
et al., 1989). Experimentos em batelada foram realizados com
microorganismos degradadores de o-xileno a trés temperaturas
diferentes para determinar os efeitos deste parametro nas maxi-
mas taxas de utilizacdo do substrato. A regressao nao linear foi
usada no ajuste dos dados para estimar k para cada temperatura.
Os dados e as simulacoes do modelo de ordem zero para a degra-
dacao de o-xileno a 8,22 e 29 C sao apresentados na Figura 6,
e os resultados estatisticos na Tabela 5.

As variacoes na taxa da reacdo em funcdo da temperatura
podem ser descritos pela equacdo de Arrhenius. As taxas (k)
para cada temperatura foram entao colocadas em um grifico
versus 1/T (,K) para se determinar a energia de ativagdo (Figura
7). Destes dados fo1 determinado que a energia de ativagdo tinha
um valor de E, = 16,4 kcal/mol com um I.C. de 95% de =
(.13 kcal/mol. Uma vez que as temperaturas das dguas naturais

variam em uma faixa relativamente pequena, a equacdo de Arrhe-
nius pode ser simplificada, e o termo E /RT,T, substituido por
um coeficiente de temperatura Q. A maxima taxa de utilizagao
do substrato para o-xileno pode entéo ser ajustada para os efeitos
da temperatura usando a seguinte equagao simplificada:

_]_l:_J_ E 1.104(]1 T2)

Embora se considere que as taxas de reagoes catalizadas enzi-
maticamente decrescem um fator dois para cada 10°C de decrés-
cimo de temperatura (Atlas e Bartha, 1987), a Equacédo 5 prevé
que a maxima taxa de utilizagao do substrato para o-xileno ird
decrescer um fator 3 para cada 10°C de decréscimo de tempe-
ratura. Um comportamento similar pode ser provavelmente assu-
mido para os outros compostos estudados, benzeno e tolueno.

3.3. Experimentos em coluna.

Experimentos & alta (ppm) concentragdo inicial de benzeno.
tolueno e (0 +p) xileno foram realizados para examinar os efeitos
de retardo e as taxas de biodegradagio por microorganismos
autoctones presentes nos solos de Kalkaska em condicoes de
fluxo continuo e limitantes de oxigénio. Os estudos foram realiza-
dos a temperatura ambiente e velocidade intersticial de 2.0 m/dia.
Os contaminantes organicos foram adicionados individualmente
como tunica fonte de carbono a concentracdo afluente de 8-9
mg/l (aproximadamente 4,5 mg/l de cada um dos isometros no
caso do xileno) e a concentragao de oxigénio dissolvido variando
entre 7,0 e 8,0 mg/l.

As curvas de degradagdo para benzeno, tolueno. e (0 +p) xileno
e a percentagem de oxigénio utilizado pela populacio microbiana
autoctone nas colunas de areia de Kalkaska variaram proporcio-
nalmente com o tempo, o que indica a conexdo direta entre
0s contaminantes orgdnicos e a utilizagdo do oxigénio (Figuras
8-10). Em todos os casos, a biodegradagio depois de um certo
tempo atingiu um limite devido ao consumo total de oxigénio
que resultou na estabilizacdo das concentrages efluentes apos
aproximadamente 12 dias para o benzeno e 5 dias para o tolueno
e xileno. O inicio da degradagio nestes trés experimentos em
coluna, medido pelo consumo de oxigénio, ocorreu imediata-
mente para o benzeno, seguido pelo tolueno com um dia e pelo
xileno com aproximadamente trés dias. No entanto, uma ordem
invertida foi observada em relacdo ao tempo necessario para
a mdxima utilizagao do oxigénio. Apds um periodo maior de
retardo para o inicio da utilizacao de oxigénio, os microorga-
nismos degradadores de xileno atingiram mais rapidamente o
nivel de consumo total de oxigénio do que os degradadores de
tolueno e benzeno, o que estd de acordo com os estudos biociné-
ticos em batelada apresentandos anteriormente.

Andlises de contagem de placas nos efluentes das colunas reve-
laram a presenca de diferentes tipos dominantes de bactérias
para os trés hidrocarbonetos monoaromdticos nos experimentos
em condigoes limitantes de oxigénio. A populagao do microor-
ganismo predominante era aproximadamente uma ordem de gran-
deza maior do que dos outros dois ou trés tipos de bacterias
presentes em cada caso. As contagens de placa das populagoes
microbianas nativas aderidas a areia do aquifero original ndo
contaminado foram feitas usando-se extracoes com pirofostato
de sodio para se determinar os nimeros iniciais de microorga-
nismos capazes de degradar cada contaminante. Embora seja
impossivel determinar o nimero exato de microorganismos espe-




cificamente capazes de degradar cada composto nos solidos do
aquifero, estas andlises revelaram que os microrganismos degra-
dadores de xileno estavam presentes em um numero muito menor
(~10° células/g solidos secos) do que os degradadores de benzeno
e tolueno (~10" células/g de sélidos secos). O nimero total de
heterdtrofos presentes na areia original era da ordem de 10*-107/g
de solidos secos.

Experimentos em colunas de areia em condigoes de fluxo conti-
nuo foram realizados com benzeno e o-xileno para estudar os
efeitos de retardo na presenca de niveis tragos de hidrocarbonetos.
A influéncia da velocidade foi também avaliada nestes experi-
mentos, e observada ter um grande impacto na degradagao de
benzeno. Os resultados a concentracdo de 25n g/l e velocidade
intersticial de 2,0 m/dia mostraram completa remocao de benzeno
através das colunas apds 12 dias. As contagens de placas ao
final do experimento revelaram que neste periodo a populacio
microbiana aderida ao solo aumentou aproximadamente duas
ordens de grandeza (de 10° células/g de sélidos secos para 10°
células/g de solidos secos). O mesmo estudo foi repetido para
velocidade intersticial de 0,22 m/dia onde menos de 2 ng/l de
benzeno apareceram no efluente da coluna nas primeiras 10 horas
e. apos 30 horas, o contaminante ndo era mais detectado a um
limite analitico de 0,1p ¢/l. Uma explicagdo para o efeito obser-
vado da velocidade intersticial, que com certeza estd associado
ao efeito de carga, relaciona-se ao nimero inicial de microorga-
nismos degradadores de benzeno presentes de Kalkaska; ou seja,
a populacdo autdctone poderia estar presente em numero sufi-
ciente para metabolizar a massa de 1,2 ug de benzeno adicionada
por dia a baixa (0,22 m/dia) velocidade mas ndo a massa de
11,1 g/dia adicionada a alta (2 m/dia) velocidade.

Como indicado na Figura 11, o mesmo fenémeno foi observado
com o-xileno a uma concentragao afluente de 25ug/l e velocidades
intersticiais de 0.22,0.67, e 2.0 m/dia. Os microorganismos autdc-
tones foram capazes de degradar o-xileno a niveis inferiores a
0.1pg/l. Andlises de contagem de placa no final dos experimentos
indicaram que os microorganismos aderidos na areia aumentaram
de 10* para aproximadamente 5 a 7x10%g de solidos secos. A
degradacdo total de o-xileno ocorreu entre 5 e 7 dias para as
trés velocidades estudadas. O fato de que o parametro velocidade
nao foi tao significante para os experimentos com xileno do que
foi com benzeno pode ser atribuido a0 menor nimero inicial
de microorganismos degradadores de xileno presentes na areia
do aqiiifero (aproximadamente 10° células/g de sélidos secos).
E provdvel que esta baixa densidade microbiana néo foi suficiente
para influenciar no inicio da mensurédvel degradacao tao rapida-
mente como no experimento com benzeno a baixa velocidade,
onde a biomassa inicial era da ordem de 10 células/g de sélidos
SeCos.

A temperatura de dgua subterrdnea pode afetar significativa-
mente as taxas de crescimento microbiano e 0s tempos necessarios
para a bioremediacdo mesmo se todas as outras necessidades
microbianas (oxigénio e nutrientes) forem satisfeitas. Para testar
os efeitos de temperatura em condi¢oes de fluxo continuo, foi
realizado um experimento usando as condi¢oes de velocidade
intersticial e temperatura similares aquelas observadas no local
em Kalkaska (0.22 m/dia e 8°C). Uma coluna com a areia de
Kalkaska foi alimentada com uma mistura contendo benzeno,
tolueno e o-xileno (unico experimento com uma solu¢do misia),
cada contaminante a concentragdo de aproximadamente (0,6 mg/1.
Baixas concentragoes foram escolhidas para evitar condigoes limi-

tantes de oxigénio de modo que se pudesse observar somente
o efeito da temperatura nas taxas de desaparecimento dos com-
postos. Nestas condigoes, o desaparecimento total de benzeno
e tolueno ocorreu apds 16 dias, e de o-xileno apds 24 dias (Figura
12). Um modelo simples de reator de batelada de mistura com-
pleta incorporando ordem zero para degradagao do contaminante
com crescimento microbiano, como definido na Equacao 3. foi
usado para prever as taxas de desaparecimento dos compostos
BTX nas mesmas condicoes de fluxo e temperatura observadas
no local em Kalkaska, e em condigoes Gtimas de nutrientes e
receptor de elétrons. A Equacdo 5 foi usada para ajustar as
taxas de mdxima utilizagdo do substrato (k) para os contaminantes
a 8°C sendo que o nimero inicial estimado de microorganismos
degradadores de benzeno e tolueno foi 1,25 ng/l (10°g). e de
xileno 0,125 ug/l (10%g). usando-se os coeficientes de producio
(Y) e de decaimento (b) mostrados na Tabela 4 ¢ o modelo
de ordem zero, € previsto que benzeno e tolueno desaparecerio
em 15 dias, e xileno em 20 dias. Estas projecdes estdo bastante
proximas dos tempos obtidos experimentalmente. E interessante
salientar que a ordem de desaparecimento observada no labora-
torio € exatamente a mesma ocorrida no local em Kalkaska.
Quatro anos apos a detectacdo dos contaminantes. a drea de
contaminacgdo coberta pelas plumas de 10u g/l de benzeno e tolue-
no era de aproximadamente 45 x 30 metros. enquanto que 0
limite da pluma dos 104 g/l de xileno estava distribuido em uma
area de 300 x 100 metros.

Os periodos de desenvolvimento critico da populacdo micro-
biana de aproximadamente duas semanas encontrados neste estu-
do para o-xileno, ou até mesmo aqueles de seis semanas obser-
vados para p-nitrofenol por Aelion et al. (1987), sao pequenos
se comparados com os periodos envolvidos em condi¢oes tipicas
de campo, onde as heterogeneidades e complexidades fazem com
que as taxas de crescimento microbiano e de degradacao dos
contaminantes sejam muito mais desfavordveis (Alexander e
Scow, 1989; Chiang et al., 1989; Downey e Elliot, 1990). Os
valores dos coeficientes de meia velocidade (K ) medidos nos
testes de laboratdrio para os hidrocarbonetos monoaromaticos
foram bastante baixos porém, de acordo com os valores obser-
vados por Robertson e Buton (1987) para a degradacéo de tolueno
por microorganismos de dgua salgada. No entanto, estes baixos
valores de K, provavelmente nao sao representativos das condi-
coes subsuperficiais de campo. Os experimentos de laboratorio
foram cuidadosamente projetados e controlados para facilitar o
contato entre contaminantes, nutrientes e microbios. As condi-
coes de heterogeneidades no campo funcionardo de modo a dimi-
nuir o contato entre substrato e microorganismos. contribuindo
para valores maiores de K_em sistemas subsuperficiais, como
confirmado por Focht e Shelton (1987).

Para se fazer alguma perspectiva de como os tempos para o
desenvolvimento das populagoes observados em laboratorio po-
deriam ser relacionados a prética de bioremediacao, uma estima-
tivacom modelo foi feita para prever o tempo de desaparecimento
de xileno em uma situa¢do de contaminacdo tipica de campo.
A Equacdo 4 foi empregada para fazer os calculos baseados nos
parametros determinados neste estudo para a areia de Kalkaska
(X, = 0.125ng/l, k = 0,69 dia', Y = 0,67. b = 0.11 dia’
e T = 8°C). Um coeficiente de meia velocidade de (K*) = 10
mg/l sugerido por McCarty (1985) foi empregado como represen-
tativo das condigoes de campo. Para este cenario o modelo previu
que, em condigoes favoraveis de oxigénio, 50% de um nivel inicial




de contaminagao de xileno de 0,2 mg/l estaria ainda presente
dois anos apds o derramamento. Aproximadamente quatro anos
seriam necessarios para a completa degradagao de xileno.

Embora, os numeros obtidos para o modelo simples de Monod,
empregado no exemplo acima, nao possam ser considerados esti-
mativas exatas para o desaparecimento de contaminantes em qual-
quer sistema ambiental subsuperficial, os cdlculos claramente su-
gerem que a insuficiéncia de grandes populagoes ativas de mi-
croorganismos pode ser um fator principal contribuinte para os
longos periodos observados para a remediacao de materiais de
aquiferos contaminados.

4. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo confirmam que populagoes suficien-
temente grandes de organismos autdctones de aquiferos arenosos
ndo previamente contaminados sao capazes de degradar benzeno,
tolueno e xileno em periodos relativamente pequenos em condi-
coes favordveis de crescimento e em presenca de adequadas quan-
tidades de oxigénio. No entanto, os resultados também confirmam
que as baixas populagoes de microorganismos tipicamente presen-
tes em sistemas subsuperficiais podem resultar em significantes
periodos de retardos antes do inicio da mensuravel biodegra-
dacdo. mesmo em condigoes altamente favordveis de oxigénio
e nutrientes. Estes retardos, referidos aqui como periodos para
0 desenvolvimento da populagdo, variaram inversamente com
0 numero de microorganismos contaminante-especificos inicial-
mente presentes no solo do aquifero, o que sugere a necessidade
da obtencdo de concentragoes criticas de biomassa. Embora esta
ultima afirmagdo ndo seja novidade, ela é raramente abordada
adequadamente em aplicacoes de biotecnologia para a remedia-
¢ao subsuperficial ““in-situ”. Estas aplicacoes geralmente focali-
zam o estabelecimento de condigoes apropriadas de receptor de
elétrons e de nutrientes, e assumem um desenvolvimento garan-
tido de suficientes populagoes microbianas. Os resultados deste
trabalho sugerem que isto pode ndo ser uma pradtica apropriada,
¢ que mais atencdo deve ser dada a possivel necessidade de se
aumentar as populacoes microbianas autdctones para assegurar
que as concentracoes de biomassa sejam suficientemente altas
para a confirmacdo das taxas de degradacao do contaminante.
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Dados experimentais e simulacao de modelo para a determinacao do coeficiente de decaimento para o-xileno
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Dados e simulagao de modelo para a biodegradacao de o-xileno
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Dados e simulagao de modelo para a biodegradacao de o-xileno
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Dados e simulacao de modelo para a biodegradacao de tolueno
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Dados e simulacao de modelo para a biodegradagao de o-xileno a diferentes temperaturas
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Efeito da temperatura nas maximas taxas de utilizacao especifica do substrato para o-xileno.
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Curvas de degradacao de benzeno (C, = 8.9 mg/l) e de consumo de oxigénio dissolvido
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Curvas de degradacao de tolueno (C, = 8.13 mg/l) e de consumo de oxigénio dissolvido
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Curvas de degradacao de (o + p) xileno (C, = 8.13 mg/l) e de consumo de oxigénio dissolvido
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Curvas de degradacao de (op) xileno (C, = 25 ng/l) para diferentes velocidades intersticiais
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Curvas de degradacao para os compostos BTX em ums solucao mista
(C, = 0.6 mg/l de cada composto)a T = 8°C e v, = 0.22 m/dia
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Tabela 1.
Valores dos coeficientes de decaimento bacteriano para o-xileno

Periodo de Coeficiente de Intervalo de Erro assintético  Coeficiente de
observagao decaimento, b confiangade  padrdo (E.A.P.) correlagdo
(1/dia) 95% R2
5 dias 0.14 0.11-0.16 0.007 0.995
13 dias 0.11 0.09 - 0.12 0.005 0.992

Tabela 2.
Coeficientes da Taxa Maxima de Utilizagao Especifica do Substrato (TMUES)
para o-Xileno e Benzeno

Concentragao Concentragao Coeficiente Intervalo de Erro ‘Coeficiente
inicial do inicial da TMUES confianga  assintético de
substrato biomass k (1/dia) de 95% padrdo correlagdo
So (ug/h) Xo (ug/) (E.AP) R2
o-Xileno

20.5 0.08 3.03 2.93-3.13 0.042 0.987
22.0 0.60 3.06 299 -3.14 0.036 . 0.992
3700 10.00 3.11 3.06 - 3.15 0.020 0.997
2150 0.60 3.18 3.13.-.3.23 0.023 0.986
Benzeno
22.0 0.80 2.59 249 - 2.68 0.030 0.994
1440 3.50 2.58 2.49 - 2.66 0.025 0.993
Tabela 3.
Coeficientes de Meia Velocidade a Baixos Niveis de o-xileno
Concentragao Concentragao Coeficiente Intervalo de Erro Coeficiente
inicial do inicial da TMUES  confiangade assint6tico de
substrato biomassa k (1/dia) 95% padrdo correlagdo
So (ug/h) Xo (1g/h) (E.A.P.) R2
20.5 0.08 0.7 01-24 0.0008 0.977
22.0 0.60 0.1 -20-1.1 0.001 0.984
Tabela 4.
Parametros Biocinéticos para os Compostos BTX - Areia de Kalkaska
Intervalo de
composto k (dia'l)  confianca de e b (dia-1)*
95%
Benzeno 2.58 2.49 — 2.66 0.65 -
Tolueno 2.73 272 -2.75 0.66 -
o-Xileno 311 3.06 - 3.15 0.67 0.11

* () mesmo valor foi usado nas simulacoes para benzeno e tolueno

Tabela 5. i ‘
Efeito da Temperatura na Taxa Maixima de Utilizacao Especifica do Substrato
(TMUES) para o-Xileno

Temp.  Concentragao Concentragao Coeficiente Ermro Intervalo  Coeficiente
GO inicial do inicial da TMUES assintético de de
substrato biomass k (1/dia) padrdo confianga correlagdo
So (ug/) Xo (ug/) (E.AAP)  de95% R2 |
8 2.81 4.0 0.69 0.006 0.67 - 0.70 0.987 |
22 2:25 4.0 2.97 0.040 2.84-3.09 0.997
29 229 4.0 497 0.090 4.67 - 5.24 0.982






