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O uso da inoculagdo de aqiiiferos com microrganismos enriquecidos € descrito neste trabalho.

A técnica desenvolvida para aumentar rapidamente a massa de microrganismos capazes de degradar
compostos toxicos especificos no subsolo foi testada em laboratorio usando benzeno, tolueno e
xileno como contaminantes e um aquifero natural de areia como material subsuperficial.
Demonstra-se que pequenos reatores de carvio ativado biologico podem ser um sistema eficiente
para crescimento, aclimatagao e enriquecimento de microrganismos para reinoculagio. A capacidade
da técnica de aumentar rapidamente a populagio desses microbios a densidades acima de 10’
células/g de material de aqiiitero resulta em uma degradagdo acelerada dos hidrocarbonetos testados
em uma larga faixa de concentragoes, de 25-9000 ng/l.

1. INTRODUCAO

Virios processos fisico-quimicos e bioldgicos como a adsor¢io
em carvio ativado, air stripping, oxidagdo quimica e degradagao
bioldgica tém sido usados para remover contaminantes 0rganicos
de dguas subterrineas e sistemas de solo subsuperficial. Estes
processos podem ser implementados para controlar o movimento
de plumas (contaminantes), tratar dguas subterrdneas e/ou des-
contaminar solos.

A forma usada para a descontaminacdo de aqiiiferos envolve
métodos que recalcam a dgua subterranea para a superficie ou
tratam a contaminacdo no local. Longos periodos de tempo e
altos custos estao normalmente associados com esquemas de bom-
bear e tratar que sio usados em remediagio de dreas contami-
nadas. As desvantagens destas técnicas estdo ligadas a grande
quantidade de dgua subterranea que deve ser removida e proces-
sada (Bouwer et al., 1988). Por outro lado, a biorremediagio

no local, processo economicamente mais vidvel, € muitas vezes
limitada por dificuldades no transporte de nutrientes ou recep-
tores de elétrons e no controle das condigoes para aclimatagio
e degradagio dos contaminantes nos sistemas subsuperficiais
(Corseuil, 1994).

A técnica descrita neste trabalho foi projetada para acelerar
a aplicabilidade dos processos de biorremediagao através da ino-
culagio de populacoes enriquecidas de microorganismos autoc-
tones especificamente capazes de degradar contaminantes organi-
cos. Observagoes do sucesso ou falha da inoculagdo de micrébios
que tenham capacidades metabolicas especificas foram realizadas
principalmente em sistemas de microcosmos em batelada (Olde-
nhuis et al., 1983; Aamad et al., 1989; Crawford e Moh, 1985;
Edgwehill e Finn, 1983; Lehtomiki e Niemald, 1975).

Um sistema desenvolvido por Weber e Corseuil (1991) para
geragdo de microorganismos foi empregado como fonte de indeu-
lo. O sistema deriva de antigas investigagées e aplicagoes de
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sistemas de carvdo ativado bioldgico (CAB) para tratamento de
dgua e esgoto (Weberer al., 1970, 1973). O sistema usa pequenos
reatores de CAB em esquemas de baixos volumes de bombea-
mento para crescimento continuo, aclimatagao e enriquecimento
de microorganismos capazes de degradar contaminantes especi-
ficos para subseqtiente descarte e reintrodugio na subsuperficie.
A principal vantagem no uso de carvio ativado estd no reconhe-
cimento de que este material fornece niveis muito maiores de
degradagio de substrato e taxas mais altas de crescimento micro-
biano especifico quando usado como meio de bio-suporte do
que meios nao ou fracamente adsorventes como a areia (Li e
DiGiano, 1983).

Existem vdrias outras vantagens que um sistema de crescimento
em meio fixo com carvio ativado oferece sobre um sistema de
crescimento em suspensio (como sugerido por McCarty, 1985).
Primeiro, o fluxo de in6eulo (microorganismos) deixando o reator
contém muito menos sélidos suspensos, nio necessitando de filtra-
¢a0. A filtragiao de sdlidos suspensos indesejdveis do efluente
tende também a aumentar a remogio dos micrdbios ligados a
estes solidos. Segundo, os microorganismos mais desenvolvidos
seletivamente removidos dos sistemas em meio fixo sdo provavel-
mente menos aderentes do que os microorganismos recém desen-
volvidos. Uma terceira vantagem ¢ que a maioria dos contami-
nantes orgdnicos em programas de biorremediagio exibem carac-
teristicas adsortivas que os permitem ficar retidos nos reatores
de carvio ativado por periodos muito mais longos que o tempo
de residéncia hidrdulico do sistema. Por outro lado, substratos
organicos naturais sio geralmente fracamente adsorvidos, e por-
tanto mais rapidamente passardo através de sistemas de adsor¢ao
com baixo tempo de residéncia. Os reatores de CAB podem
deste modo facilitar a selegio de microrganismos especificamente
capazes de degradar compostos tGxicos porque estes contami-
nantes sao seletivamente retidos no reator e, portanto, mais facil-
mente ¢ continuamente disponiveis para serem utilizados pelos
0rganismos.

A eficdcia da técnica de inoculagio microbiana foi testada ini-
cialmente em colunas de areia operadas em condicées dinamicas,
usando benzeno, tolueno e xileno, que sio contaminantes normal-
mente encontrados em derramamentos de gasolina e outros com-
bustiveis hidrocarbonetos (Weber e Corseuil, 1991). Este estudo
explora outros fatores que afetam a aplicabilidade dos reatores
de CAB para a inoculacio de microrganismos, que incluem: 7)
comportamento do reator na presenga de altas e baixas concen-
tragoes de doadores de elétrons (os contaminantes) e um receptor
de elétrons (oxigénio): i) taxas de degradagio comparativas a
altas (ppm) e baixas (ppb) concentragoes de contaminantes em
colunas de areia com e sem inoculagdo: #ii) niveis minimos de
inoculante necessirio para acelerar a biodegradacios iv) a eficacia
da inoculagio de micrébios, desenvolvidos em um composto na
série dos hidrocarbonetos monoaromaticos estudados, de degra-
dar um outro; v) uma avaliagio preliminar da facilidade dos mi-
crorganismos inoculados em moverem-se através do agiiifero are-
noso, um fator importante para as aplicacoes em escala real desta
técnica.

2. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos de laboratério foram realizados usando-se
reatores com meio suporte constituido de carvio ativado bioldgico
(CAB) contendo carvio ativado granular (CAG, Filtrasorb

F-4000) e microcosmos de subsolo em escala de bancada contendo
areia de aquifero obtida de uma instalagao de produgao de gds
natural em Kalkaska, MI, EUA. Foram usados, como substratos
individuais em virios experimentos, benzeno, tolueno e xileno
(BTX) misturados em uma solugio sintética contendo nutrientes
necessdrios para o crescimento. adequado dos microrganismos.
Estes compostos foram misturados em uma solugio sintética.
como descrito por Corseuil (1994). Os reatores de CAB consis-
tiam de colunas de vidro de 1.6 cm de didametro interno 1.0
grama de carvao ativado granular (CAG) 30X40 (malha padrao
dos EUA), o que correspondia a um leito de CAG de aproxima-
damente 1 cm de altura. Antes de ser colocado nas colunas o
carvio era imerso em dgua deionizada por 24 horas para remover
ar do interior de seus poros. Apds a preparagio das colunas,
o sistema era lavado com 200 ml de dgua detonizada para remover
0 excesso dos finos de carvao. Os microrganismos usados para
inocular 0 CAG foram obtidos de experimentos em colunas de
areia de Kalkaska alimentadas continuamente por 10 dias com
solugoes aquosas de benzeno, tolueno ou (orto + para) xileno
como fontes individuais de carbono. A analise de contagem de
placas destas colunas preparatérias indicaram que diferentes espé-
cies predominantes eram selecionadas naturalmente na presenca
de cada um dos hidrocarbonetos. As colonias predominantes eram
inoculadas em novas placas e entao desenvolvidas em uma solucdo
0.5% de TNB (caldo nutriente/triptone) até que uma densidade
de aproximadamente 1x10 7 ¢élulas/ml fosse obtida. Um ml de
amostras era coletada e filtrada em membrana de 0.2 um (Gel-
man Co.). Os microrganismos eram entio recuperados com Iml
de solugao tampio de fosfato 0.0IN e usados para inocular o
reator de CAB. Era dado um periodo de pelo menos 12 horas
para os microrganismos se aderirem as particulas de carvao antes
do inicio de um experimento.

A solugdo sintética de dgua subterrinea e as solugoes estoques
dos contaminantes eram preparadas em cilindros de vidro comple-
tamente cheios para evitar a volatizagio e misturadas por pelo
menos 12 horas antes de serem usadas, e bombeadas para o
sistema de colunas através de duas bombas Rabbit-HP (Rainin
Inst. Co.). Uma cimara de mistura (Rainin Inst. Co.) foi incopo-
rada antes do ponto de coleta do afluente a coluna para dar
uma mistura adequada entre os contaminantes e a solu¢o nutrien-
te. Os sistemas de CAB eram operados em fluxo ascendente
¢ 0s testes realizados a tempo de contato a volume vazio (TCVV)
(ou tempo de detengdo hidrdulica) de 40 e 60 segundos.

O sistema completo com reator de carvio, coluna de areia.
e procedimento de inoculagio estd mostrado esquematicamente
na Figura 1. A preparagdo das colunas de areia e métodos de
analise estao descritos em Corseuil (1994). A inoculagio dos leitos
de areia do aquifero era feita através da passagem do efluente
do reator de carvio através do aquifero de areia por 15 horas.
Os experimentos eram realizados & temperatura ambiente e a
velocidade intersticial de 2.0 m/dia. Duas colunas eram inoculadas
em paralelo para a determinagao da massa inicial de micrébios
contaminante-especificos aderidos as particulas de areia. Uma
das colunas era entdo separada, e os microrganismos aderidos
aos sélidos nas partes inferior e superior da coluna quantificados.
A inoculagio era feita depois que o reator de carvido atingia
a condigdo de equilibrio estivel entre o crescimento e o carrea-
mento dos microrganismos. O efluente do reator era borbulhado
continuamente com ar durante o periodo de inoculagio para
evitar a contaminagao de hidrocarbonetos nas colunas de areia.




3. RESULTADOS

Os experimentos com os sistemas de CAB eram realizados
usando-se baixos tempos de contato a volume vazio (TCVV)
para verificar a possibilidade de se empregar pequenos reatores
para o crescimento e enriquecimento de microrganismos autdc-
tones. A capacidade de degradagio dos microrganismos contami-
nante-especificos foi investigada inicialmente em condigdes limi-
tantes de oxigénio. Resultados obtidos de um reatro de CAB
alimentado com uma solucio contendo 10mg/l de tolueno e 8.7
mg/l de oxigénio dissolvido mostram que. mesmo com um (empo
de contato de apenas 40 segundos. todo o oxigénio fornecido
na corrente afluente era utilizado pelos microbios degradadores
de tolueno apds 10.000 volumes de leito tratados (aproximada-
mente 4.6 dias) (Figura 2). Neste ponto. um nivel limitado de
degradagio foi atingido em fungio das condigoes limitantes de
receptor de elétrons (oxigénio). As contagens de placas neste
estdgio revelaram que uma média de 6x10" células/ml eram carrea-
das do reator, proporcionando uma fonte continua de micrébios
pré-adaptados para a proposta de inoculagao.

Um outro estudo foi realizado com o mesmo reator para testar
as condicoes extremas opostas, isto €, baixa concentracdo afluente
de doadores (hidrocarbonetos) e receptores (oxigénio) de elétrons
(0.095 mg/l de benzeno e 0.7 mg/l de oxigénio dissolvido). Estas
conentragoes sdo tipicas de condigoes de gradiente inferior nor-
malmente encontradas em dguas subterrdneas contaminadas por
derramamentos de gasolina. Apds um estagio inicial (5.000 volu-
mes de leito), no qual a adsorgao funcionou como principal meca-
nismo de remogio, a concentragio de benzeno no efluente do
sistema de CAB atingiu um plato de 0.04 mg/l, e depois diminuiu
para um nivel estavel de aproximadamente 0.02 mg/l, com um
concomitante aumento da biomassa no reator devido ao cresci-
mento microbiano. Neste ponto, a contagem microbiana indicou
que o efluente do reator continha aproximadamente 10° célu-
las/ml. Neste experimento, o consumo de oxigénio dissolvido
nio foi medido porque os microrganismos utilizaram quantidades
muito baixas de oxigénio (menos de 0.2 mg/l) para metabolizar
a baixa concentracio afluente de benzeno.

Outros experimentos foram realizados para avaliar a eficiéncia
dos reatores de CAB em relacdo a remogao de contaminante.
Esta consideragio € bastante importante nos Estados Unidos,
onde o trabalho foi realizado, porque muitas leis federais e esta-
duais daquele pais proibem a reintrodugdo de dgua subterrinea
contaminada nos aquiferos, ndo importando a vazao de retorno
ou a sua fungdo principal de inoculagiao microbiana. Como pode
ser visto na Figura 3, remogoes superiores a 99% foram obtidas
em um reator previamente inoculado com microrganismos degra-
dadores de benzeno que foi alimentado com uma concentragao
afluente de benzeno de 2.6 mg/l a TCVV de 40 segundos. Para
determinar a eficiéncia maxima de remogao do sistema, as condi-
¢oes do experimento foram selecionadas de modo a evitar limita-
coes de oxigénio. Em condigoes de equilibrio estdvel de remogao
de benzeno, 5x10° microrganismos/ml, ou 1 mg de biomassa
de células contaminante-especificas por litro eram removidas con-
tinuamente do leito de carvdo. E interessante notar na Figura
3 que o consumo de oxigénio foi maior entre os pontos no qual
17.000 e 27.000 volumes de dgua contaminada foram tratados
do que em condigoes de equilibrio. Possivelmente isto possa ser
atribuido a uma liberagdo adicional de benzeno do carvao ativado
em resposta a menor concentragdo de contaminante na fase liqui- |
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da, ¢ a rédpida degradagdo deste excesso de benzeno pelos micror-
ganismos aderidos na superficie externa do carvio.

Experimentos adicionais usando (orto + para) xileno como
contaminantes foram realizados para verificar se a remogao com-
pleta destes contaminantes, que sdo considerados os hidrocar-
bonetos monoarodticos mais dificeis de serem degradados, pode-
ria ser obtida através dos reatores com microrganismos degrada-
dores de xileno, foi alimentado com uma concentragao total de
xileno de 3.0 mg/l. A remogio completa do contaminante foi
observada com tempo de contato a volume vazio de 60 segundos,
como estd ilustrado na Figura 4, porém, o nimero de microrga-
nismos carreados da coluna foi menor (4x10%ml) do que no experi-
mento com benzeno. O maior consumo de oxigénio observado
no experimento com benzeno ndo ocorreu no experimento com
xileno. A causa para isto pode estar relacionada com o maior
tempo requerido para desorver o xileno, que ¢ mais hidrofébico
que 0 benzeno e portanto tem menor taxa de desorgido (Corseuil,
1992). Os microrganismos degradores de benzeno e xileno usados
em cada experimento com CAB foram identificados, respectiva-
mente, como Arthrobacter sp. e Xanthomonas sp. pela Microbial
ID, Inc., Newark, DE, EUA.

Estudos em coluna com as areias ndo previamente contami-
nadas do aquifero de Kalkaska foram a seguir realizados para
se determinar os efeitos da inoculagdo sobre os materiais do aqui-
fero usando os efluentes do reator de carvao em diferentes condi-
coes. Nestes estudos, o efluente do reator de carvdo era usado
como indeulo para injetar micrébios contaminante-especificos nas
colunas de areia do aquifero por 15 horas antes do bombamento
dos contaminantes. Os resultados foram comparados com a capa-
cidade natural de populagoes microbianas autéctones de se desen-
volverem e degradarem os contaminantes especificos, como expli-
cado por Corseuil (1994). No caso de altas concentragoes (9.0
mg/l) de benzeno, os experimentos mostraram que foram neces-
sdrios 12 dias para os microrganismos autéctones utilizarem todo
o oxigénio fornecido, quando a biodegradagio cessou por causa
das condigdes insuficientes de receptor de elétrons. No entanto,
foi observada degradagdo inicial imediata, continuada e rédpida
em experimentos com colunas de areia previamente inoculadas
com o sistema CAB-microrganismos especificos degradadores de
benzeno. Em apenas 10 horas foi obtida a utilizagdo compela
de todo o oxigénio fornecido continuamente & coluna de areia
inoculada, o que portanto impediu a completa degradagio do
benzeno. A contagem microbiana nas areias do aqifero da coluna
indicou que 5x10e 3x10° células/g de sélidos secos estavam aderi-
dos, respectivamente, proximos a parte inferior (afluente) e supe-
rior (efluente) da coluna. A populagio total autéctone aderida
a areia de Kalkaska foi determinada ser aproximadamente 10*
células/g de solidos secos. Inoculagoes com culturas enriquecidas
representaram entdo um aumento de duas ordens de magnitude
(de 10* para 10°) no nimero total de micrébios contaminante-
especificos.

Em experimentos similares com (0 + p) xileno, a populagio
autéctone atingiu em aproximadamente seis dias a degradagio
em equilibrio estdvel. No entanto, como é mostrado na Figura
5, a mesma condigdo foi obtida em apenas 30 horas em colunas
contendo areia de Kalkaska inoculadas com microrganismos de-
gradadores de xileno. Uma vez que o nimero de células carreadas
do reator com TCVV de 1 minuto alimentado com (orto  +
para) xileno foi menor do que no sistema com benzeno, 0 numero
inicial de microrganismos degradadores de xileno aderido nas
particulas de areia nas partes inferiores e superior da coluna




também era menor, respectivamente 4x10° e 3x10° microrganis-
mos/g de sélidos secos. A razdo para que um tempo maior fosse
necessdrio para atingir o equilibrio estdvel no experimento com
xileno do que no experimento com benzeno pode ser atribuido
a0 nimero uma ordem de grandeza menor de Xanthomanas sp.
inicialmente presentes nos sélidos do aqiifero.

Microrganismos isolados em sistemas a alta concentragio de
contaminante podem ndo ser capazes de degradar as concen-
tragoes muito mais baixas de contaminantes orginicos normal-
mente encontradas em sistemas de aquiferos e sedimentos (Ale-
xander, 1995). Estudos de inoculagio microbiana em sistemas
aquéticos mostraram que p-nitrofenol (PNP) pode ser minera-
lizado a concentragdes superiores a 50 pg/l, mas quando as con-
centragoes de PNP eram inferiores a 26 pg/l a mineralizagio
reduzia para apenas 35% (Zaldi et al., 1989). Para testar esta
hipétese, os experimentos descritos acima forma repetidos a bai-
xas concentragoes de hidrocarbonetos. Duas colunas de areia
nao previamente expostas foram alimentadas respectivamente
com benzeno e o-xileno a um nivel de concentragio de 25 pg/l
para testar a capacidade de microrganismos autéctones degra-
darem tragos destes contaminantes. Nestas condigées, as popula-
¢oes autoctones degradaram completamente benzeno e o-xileno
somente apos 12 e 7 dias, respectivamente (Corseuil, 1994). No
entanto, foi observada degradagao imediata e completa em expe-
nimentos idénticos com colunas de areia que foram previamente
inoculadas com microrganismos degradadores de benzeno e xile-
no carreados dos reatores de carvao ativado. As concentragoes
efluentes de benzeno e o-xileno das colunas inoculadas ficaram
abaixo dos limites de detecgdo do cromatégrafo desde o inicio
dos experimentos.

Os efeitos de interagdo na degradagio de um hidrocarboneto
monoaromdtico por populagoes microbianas desenvolvidas em
presenga de um outro composto da mesma série nio sdo bem
entendidas (Bauer e Capone, 1998). Arvin et al. (1989) demons-
traram que microrganismos degradores de tolueno e xileno sao
capazes de degradar benzeno somente se tolueno ou xileno estdo
presentes individualmente, mas que os efeitos de estimulagio
dos trés compostos combinados era menor do que aqueles para
cada composto isolado. As razoes para este comportamento nao
foram determinadas. Alvares e Vogel (1991) examinaram estas
interagoes e conclufram que, apesar da estrutura quimica similar
destes compostos, alguns microrganismos podem ser capazes de
metabolizar mais de um dos compostos mas nao necessariamente
todos eles:

Para continuar a explorar esta questdo, foram realizados dois
experimentos para analisar o comportamento de micrébios subs-
trato-especificos inoculados em colunas de areia alimentadas por
diferentes substratos. No primeiro destes experimentos, uma co-
luna de areia foi inoculada com microrganismos degradadores
de benzeno para atingir biomassa inicial de 4x10° células/g de
s6lidos secos, e entdo uma solugdo contendo 8.2 mg/l de tolueno
alimentou a coluna inoculada. Foram necessirios aproximada-
mente trés dias para que a degradagdo do tolueno atingisse um
nivel que era limitado pela concentragio do receptor de elétrons
(oxigénio). Pode-se notar em Corseuil (1994) que o inicio da
mensurdvel degradagao do tolueno pelos microrganismos autdc-
tones do mesmo solo de agtifero requereu um tempo para o
desenvolvimento de uma populagdo critica (DPC) de aproxima-
damente quatro dias. Isto mostra que a inoculagdo usada para
aumentar a populagao microbiana é vantajosa mesmo com micror-
ganismos adaptados a um diferente composto de uma mesma
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classe quimica geral. Esta observagdo reforga a conclusao de que
o tempo requerido para adaptagio enzimdtica nao € significativo
se comparado ao tempo necessdrio para o desenvolvimento de
uma populagio critica como um contribuinte para os periodos
de retardo observados neste trabalho.

Um efeito similar foi observado em um segundo experimento
no qual uma coluna de areia previamente inoculada com microrga-
nismos degradadores de xileno foi alimentada com uma solugic
contendo 25 pg/l de benzeno. os resultados mostrados na Figura
6 demonstram que a remogdo completa de benzeno ocorreu em
aproximadamente um dia. Como mencionado anteriormente,
uma degradagiao imediata foi observada quando as colunas foram
inoculadas com microrganismos especificamente adaptados para
cada um dos contaminantes.

A possibilidade de se usar técnicas de inoculagao em larga
escala em esquemas de biorremediagio no local dependerd, por
fim, da facilidade com que os microrganismos possam migrar
ou serem transportados através dos solidos do aqiifero. Para
explorar a mobilidade aproximada dos microrganismos degrada-
dores de xileno isolados das colunas de carvio, virios experi-
mentos foram realizados utilizando-se colunas de areia idénticas
com comprimentos de 6.1 cm, 20.4 cm ¢ 101 cm. As colunas
foram preenchidas com areia ndo estéril e, através das quais,
uma solugio sintética autoclavada de dgua subterrinea era entao
passada por trés horas para quantificar os niveis de base de Xan-
thomonas sp. no efluente. O efluente do reator de carvao, conten-
do aproximadamente 3x10° células/ml carreadas continuamente,
era entao injetado em cada coluna a uma vazio calculada para
fornecer uma velocidade intersticial de 2.0 m/dia. Andlises perio-
dicas de contagem de placas dos afluentes e efluentes das colunas
eram feitas para determinar as curvas de saturagao para os micror-
ganismos degradadores de xileno. A identificacao era simples,
uma vez que as colonias de Xanthomonas sp. formadas nas placas
eram de pequeno tamanho e coloragiao amarelo brilhante. Como
tlustrado na Figura 7, os microrganismos passaram através das
colunas de areia com alguma facilidade. Foi descoberto que a
razao entre os respectivos tempos necessarios para 0s microrga-
nismos e um tragado conservativo (cloreto de sddio) atingirem
as saidas das colunas de areia tinha um valor constante de seis
para todas as colunas. Isto sugere que, pelo menos para as condi-
¢oes testadas, o movimento dos microrganismos era independente
do comprimento da coluna. O nimero original de Xanthomonas
sp. presentes nas areias de Kalkaska era aproximadamente 10°
células/g de s6lidos secos. As andlises dos graos de areia proximos
aos pontos de entrada e saida das colunas dos experimentos indica-
ram que o nimero de microbios especificos aderidos aos solidos
variaram em uma faixa relativamente pequena, de 3x10° a 5x10°
células/g de solidos secos.

Os microrganismos carreados dos reatores de CAB estio prova-
velmente na fase mais avangada de crescimento neste processo
de biofilme. Isto significa que eles podem ser menos aderentes
as superficies do carvao do que outros microrganismos em fases
anteriores de crescimento, o que poderia ser uma vantagem impli-
cita dos reatores de crescimento fixo como fontes de inéeulo.
Culturas recém desenvolvidas em fase dispersa podem tender
a ser mais aderentes, e portanto nao migrarem tio livremente
em meios porosos. De qualquer modo, as descobertas prelimi-
nares confirmam qualitativamente as observagoes de outros inves-
tigadores no que diz respeito a habilidade de microrganismos
migrarem e serem transportados efetivamente em solos de aquife-
ros arenosos (Matthess er al., 1988; Harvey et al., 1989).
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5. DISCUSSAO

A comparagio dos experimentos com colunas de areia com
altas concentragoes de hidrocarbonetos BTX e microrganismos
autdctones e inoculados ilustram a importéincia da densidade do
indculo para acelerar as taxas de biodegradagdo. Para benzeno,
uma populagio inoculada de 4x10 células/g de s6lidos secos con-
sumiu todo o oxigénio disponivel, o receptor de elétrons, em
apenas 10 horas. Os mesmos niveis de atividade foram atingidos
em 12 dias quando os microrganismos autéctones nao foram au-
mentados por inoculagdo. Para o xileno, uma ordem a menos
de biomassa aderida (4x10%g) levou 30 horas para atingir a degra-
dagao mdxima; ainda muito mais rdpido do que o periodo de
seis dias requerido nas colunas de sélidos de aquiferos ndo aumen-
tados contendo populagoes autéctones. Mesmo quando as inocu-
lagoes foram realizadas com microrganismos desenvolvidos em
presenga de um composto diferente do que o contaminante testa-
do, a degradagio ocorreu muito mais rapidamente do que nos
controles nao inoculados, o que sugere que a obtengio de uma
populagio critica ocorre mais lentamente do que a adaptagao
enzimatica.

Uma degradagao imediata e completa foi observada em colunas
de areia previamente inoculadas e alimentadas com solugdes con-
tendo baixas concentragées de hidrocarbonetos arométicos. Isto
indica que uma mineralizagdo rdpida e completa pode ser conse-
guida até mesmo em condigdes limitantes de substrato se a densi-
dade de microrganismos contaminante-especificos, nos casos estu-
dados, for elevada acima de 10° células/g de solo. Resultados
similares foram obtidos em estudos das densidades dos inGculos
necessdrios para a mineralizagio de p-nitrofenol em dguas de
lago (Radaman er al., 1990), nos quais aproximadamente 1(°
células/ml foram necessdrias para prevenir a eliminagido micro-
biana pela alimentagao de protozodrios ou pela impossibilidade
de sobrevivéncia por causa de deficiéncias nutricionais. Ao con-
trdrio dos experimentos de Zaldi et al. (1989) com p-nitrofenol,
os microrganismos degradadores de benzeno e xileno, isolados
de sistemas com alta concentragio de contaminante, nio tiveram
nenhuma dificuldade de degradar os mesmos hidrocarbonetos
em concentragoes na faixa de 25 pg/l. Andlises através de croma-
tografia liquida e gasosa nao revelaram a presenga de subprodutos
das reagoes microbianas tanto nos experimentos a alta e baixa
concentragao de compostos BTX.

Estudos preliminares do transporte de Xanthomonas sp. nas
colunas de areia em laboratério sugerem que os efeitos de adsor-
¢do e filtragdo em aquiferos arenosos retardard, mas nao impe-
dird, o movimento destes microrganismos, pelo menos através
das areias de Kalkaska examinadas neste estudo. Um fator de
retardo de seis foi observado para estes degradadores de xileno,
que ¢ da mesma ordem de grandeza do retardo observado para
compostos moderadamente hidrofébicos em materiais de aqiifero
arenosos. A observagio de que niveis de indculos de apenas
10° células/g de solo contendo microrganismos contaminante-es-
pecificos sao suficientes para acelerar a degradagao do aquifero
€ encorajadora em relagdo ao potencial de transporte destes mi-
crorganismos. Provavelmente, nenhuma mudanga na permeabi-
lidade do solo ird ocorrer se as populagoes microbianas forem
aumentadas para 10° a 10%g de solo, uma vez que esta densidade
representa aproximadamente somente dez células para cada parti-
cula de areia. Deve ser enfatizado aqui que os estudos de trans-
porte realizados neste estudo foram preliminares. Eles exami-
naram apenas os efeitos de filtragdo e adsor¢io de microrga-

nismos, e com apenas um tipo de material de aquifero, a areia
de Kalkaska. -

Uma previsio por modelo apresentada como um exemplo hipo-
tético por Corseuil (1994) pode ser expandida aqui para ilustrar
os efeitos antecipados de se empregar as técnicas de inoculagao
com o carvao ativado biolégico (CAB) para aumentar o nimero
de microrganismos contaminante-especificos presentes em um sis-
tema em trés ordem de magnitude. Naquele exemplo, que envol-
veu uma pluma de 0.2 mg/l de contaminagio de xileno em um
aqiiifero arenoso, foi estimado que niveis de 50% e 100% de
remediagdo por populagoes autéctones ndo inoculadas necessi-
tariam, respectivamente de dois e quatro anos. Usando os mesmos
fatores biocinéticos e 0 mesmo modelo, e aumentando em 100
vezes a biomassa inicialmente ativa para (.125 mg/l com um siste-
ma de inoculagio, 50% da pluma de xileno seria degradada em
trés meses, e 0 mesmo aquifero seria completamente desconta-
minado em aproximadamente em um ano.

6. SUMARIO E CONCULSOES

Os resultados deste estudo demonstram que sistemas de carvao
ativado bioldgico possibilitam um efetivo meio para a simultinea
degradagdo do contaminante e enriquecimento de microrganis-
mos contaminante/especificos para a subsequente inoculagio de
sistemas subsuperficiais. A descoberta de que tempos de residén-
cia nos leitos dos reatores de CAB inferiores a um minuto sio
suficientes para os microrganismos degradarem hidrocarbonetos
monoaromaticos indica que reatores muito pequenos podem ser
usados para recircular a dgua contaminada e para a selecao, enri-
quecimento e inoculagao de microrganismos. Estes reatores po-
dem ser incorporados como pequenos recipientes de carvao na
entrada do pogo ou em pequenas unidades nas proprias tubulagoes
dos sistemas de circulagio e recirculagio.

A técnica de inoculagdo neste trablho foi examinada no con-
texto de biorremediagdao no local para sistemas contaminados
por hidrocarbonetos monoaromdticos que sdo considerados con-
taminantes de fdcil degradacdo. A técnica poderia ser efetiva
também na degradagao direta de contaminantes mais recalcitran-
tes, e possivelmente para a dehalogenacio cometabdlica de sol-
ventes clorados como os tetra e tri-cloroetilenos. Um esquema
de inoculagdo com CAB poderia ser usado, por exemplo, para
a cultura em massa da cepa G4 (Nelson et al., 1986) que degrada
TCE e cresce em substratos que sao adsorvidos fortemente pelo
carvao ativado. O sistema poderia também ser aplicado efetiva-
mente para acelerar a degradacdo de sedimentos contaminados
em rios, lagos, portos e baias.
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Figura 1.
llustragao esquemdtica do sistema experimental integrado de inoculacao
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Figura 2.
Curva de degradacao para o substrato e consumo de oxigénio
para tolueno em um sistema de reator de carvao ativado bioldgico
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Figura 3.
Curva de degradacao para o substrato e consumo de oxigénio
para benzeno em um sistema de reator de carvao ativado bioldgico
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Figura 4.

Curva de degradacao para o substrato e consumo de oxigénio
para (0 + p) xileno em um sistema de reator de carvao ativado bioldgico
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Figura 5.
Curvas de degradacao para (0 + p) xileno (Co = 9 mg/l) em
colunas de areia de Kalkaska contendo populacies de microrganismos autéctones e inoculados
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Figura 6.

Curva de degradacio para benzeno (Co = 25 p g/l) em colunas
de areia de Kalkaska apés a inoculagao com microrganismos degradadores de xileno
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Figura 7.
Transporte de Xanthomonas sp. através das areias de Kalkaska
— colunas com diferentes comprimentos
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