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Resumo

Sérios problemas ambientais tém ocorrido devido a contaminag@o de solos e
aquiferos por gasolina. No Brasil, esta questdo toma caracteristicas diferentes por causa
da adi¢do de etanol, que diminuil a polui¢do atmosférica e aumenta a capacidade de
combustio; porém, as conseqiiéncias desta adi¢do nos processos de recuperagdo de
areas contaminada s3o pouco conhecidas. [q/ processo de atenuagdo natural € muito
empregado para descontaminar regiGes afetadas por hidrocarbonetos de petroleo; ele
consiste no .aproveitamento € nc acompanhamento dos processos que ocorrem
naturalmente (biodegradagdo, adsorgdo, volatilizagdo por exemplc) que provocam O
desaparecimento do con tammant@ Este estudo avaliou o potencial de atenuagio natural,
em experimentos COﬂdUZIdOb em laboratono com microcosmos, dos compostos BTX e
etanol em solo proveniente da regido da Fazenda Experimental da Ressacada
(Florianédpolis, SC‘_):/CO experimento foi mantido durante 134 dias a temperatura
controlada a 25i}°Cj Concentragdo de BTX, etanol, ferro (II), sulfato, nitrato, nitrito e
fosfato; pH; condutividade, OD; potencial redox; e, temperatura, foram os pardmetros
avaliadcgs?@s conclusdes obtidas foram: nos experimentcs sem etanol os BTX foram
degradados em at€ 102 dias (kery = 0,114 dia’ ) tendo o T e o B sidos degradados
pr'miéiros e o X por ultimo. Nos experimentos em que o etanol foi adicionado, houve
uma cinética de degradacdo maior para T e X, em detrimento do B, porém no final (dia
134) todos estavam quase na mesma concentragdo (kery = 0,049 dia’ ); o etanoi
aumentou em 60% o tempo de degradacdo dos BTX, porém, em fun¢io da baixa
velocidade de migracdo das plumas, o efeito produzido pelo etanol da degradacgio de
compostos monoaromaticos de petréleo, ndo tem conseqiiéncias lesivas para o meio

ambiente; deste modo, a atenuagdo natural mostra-se como uma boa alternativa para os

processos de remediagd J



Abstract

Serious environmental problems have been occurring worldwide due to soil and
aquifer contamination by gasoline. In Brazil, this subject takes other different
characteristics due to the use of ethanol-amended gasoline, which lowers air pollution
and enhances combustion capacity. However, the consequences of this ethanol addition
in the gasoline to remediation processes of contaminated sites are not well known. The
natural attenuation process is largely employed to decontaminate petroleum hidrocarbon
contaminated sites. It consists in the use and monitoring of naturally occurring
processes (e.g., biodegradation, adsorpticn, volatilization) which cause the contaminant
depletion. This study evaluated the potential for natural attenuation in lab experiments
with microcosms of BTX compounds and ethanol present in soil samples collected from
Fazenda Experimental da Ressacada (Florianépolis, SC). The samples were kept during
134 days at a controlled temperature of 25+1°C. BTX concentration, ethanol, iron {II),
sulfate, nitrate, nitrite and phosphate; pH, conductivity; DO; redox potential, and
temperature\ were the parameters analyzed. The results are the following: in the
experiments without ethanol, the BTX compounds were degraded within 102 days (ks
=(),114 day™ ), firstly benzene and toluene, and lately xylene. In the experiments with
the addition of ethanol, there was a greater degradation kinetics for toluene and xylene
than for benzene. However, at the end (day 134) all compounds could be found almost
in the same conceniration (ksry = 0,049 day’ ); ethanol enhanced 60% the BTX
degradation period, but due to the low velocity of plume migration, the effect of ethanol
on petroleum monoaromatic compounds degradation does not have harmful
consequences to the environment. Thus, natural attenuation is found to be a good

alternative as a remediation process.
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__GLOSSARIO

Aceptor — Elemento quimico ou substincia que tem a capacidade de receber ou aceitar protons ou
elétrons, transferindo-os depois, geraimente. para outras substincias.

Adaptagio — Modificaciio estrutural, bioquimica ou funcionaf de um organismo em conseqiiéncia de uma
mutacdo {acidcntal). quc torna o individuo mais apto as condigdes de vida local.

Adsor¢3o ~ Adcsdo de particulas dc uma substancia a supcerficic dc um corpo.

Aerdbio - Todo organismo quc rcquer a presenga do oxigénio na sua respiragdio: qualidade que
caractcriza a maioria dos SCICs vivos..

Aerobiose — Forma dc vida dos scres acrobios. O mesmo que respiragdo aercbia.

Aléctone — Diz-sc da cspéeic ou do individuo quc nfio ¢ natural da rcgifio onde habita. Mesmo que
exotico.

Anacrdbio — Termo que designa qualquer organismo que consegue viver na auséncia de oxigénio.
Anaerdbio Estrito — organismo anaerdbio que morre na presenga de oxigénio.

Anaerdbio Facultativo — organismo anaerdbio que tolera a presenga do oxigénio.

Anaerobiose — Forma de vida dos seres anaerabios.

Anion - Elemento que, na eletrolise. se dirige para o polo positivo; isto ¢. fon com carga negativa.
Amnoxia — Condicdo dc pouco o nenhum oxigénio no mcio ou na céiula.

Agqiiifero — Formacgo geoldgica subterrnca quce cstoca dgua subterrinea.

Autéctone — Natural da regido cm quc sc cncontra. Mcsmo quc indigeno ¢ nativo.

Bactéria - D-:nomin‘ga dada aos organismos unicclularcs procariotos, csquizomicctos. do Rcino
Mongcra. ¢ quc 530 os scres mais simplcs da Terra.

Bigaugumentagic — Sistema do mclhoramento do processo dc biodcgradagdo, pela introdugfio de
microorganismos cspecificos na drea contaminada.

Biodcgradabilidade - Habilidade que uma substincia tem para ser guebrada fisicamente e/ou
quiricamente por MiCroOrZ4msmos.

Biodeg:adac..o — Processc onde a quebra de uma substancia ou composto € ativada por organisinos
vivos. tais como bacicrias ¢ funzos (autéctones ou aldctones).

Biodiversidade — Niimero e variedade de diferentes organismos num complexo ecolégico, no qual eles
ocorrem naturaimente.

Bioestimulagiio — Processo através do qual populagdes microbianas sdo introduzidas numa drea que foi
previamente traiada com adi¢do de nufrientes c/ou obras de engenharia, para acelerar o
processe de biodegradagio.

Biorremedia¢do — Proccsso quc utiliza microorganismos para restabelccer uma drca contaminada.
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Biorremcdiacio Intrinseca — Tipo de biorremediagdo im situ que usa a capacidade inata dos
microorganismos indigenos para degradar contaminantes, sem que haja utilizagio de qualquer
processo mecanizado.

Biorrestauragiio — Processo de retorno de um ambiente contaminado para o original, ou proximo deste,
pela adigfo de microorganismos vivos.

Biota — Todos os organismos vivos de uma determinada drea.

BTEX - Sigla que significa benzeno, tolueno, eiilbenzeno e xileno, compostos presentes na gasolina € em
outros produtos derivados do petréleo.

Carcinogénico — Substincia capaz dc causar cincer. Mcsmo que cancerigeno.
Cition — fon de carga positiva que se dirige para o catédio, na eletroforese.

Cometabolismo — Rcacdo no qual microorganismos transformam um contaminantc, ainda quc clc ndo
sirva como fonte de energia. Para isto, 0s microorganismos requerem a presenga de outros
compostos (substratos primdrios) para sustcntar scu Crescimento.

Decompositores — Microorganismos encontrados no solo ou em ambientes aquaticos. que ocupam o
ultimo nivel tréfico das cadeias alimentares. S0 organismos de putrefacdo.

Denitrificantes — Bactcrias de vida livre, encontradas no solo ou na igua. que decompdem a uréia ¢ a
amdnia de restos cadavéricos ou dejetos, liberando nitrogénio molecular {N,) para a atmosfera.
Mesmo que desnitrificantes.

Diauxie — Biodegradagio scletiva de alguns compostos orginicos em detrimento de outros, o qual, as
vezes, ocorre quando 0s cCompostos estdo presenies niuma mesma mistura.

Ecossistema — Designacio de amplo sentido que vincula o sistema de relagdes mutuas entre os fatores
bidticos (com vida) e abidticos (sem vida) de uma dada regifo.

Espécie — Organismos scmclhantes entre si, capazes de sc entreeruzarem deixando descendentes férteis.

Espors ~ Tipo de cclula de resisténcia quc também scrve como fonte de reproducdo asscxuada; algumas
cspéeics de fungos, algas ¢ bactérias possucm.

Fermentacio — Modalidade de respiragdo anacrobia praticada por algumas bactérias ¢ leveduras: consiste
na degradagio incomplcta da glicosc, quc ¢ transformada em CO- ¢ dgua.

Fosforilaciic — Reacdo de adiclio do radical HPO, ., proveniente do dcido fosforico, 4 uma outra molécuia
través da mediaclo de enzimas do grupe das fosforilases.

Fotdiise - Decomposicio quimica de uma molécula mediante a a¢do da luz.

Fgtossintese — Fendmeno pelo qual organismos clorofilados produzem compostos orgénicos a partir de
materiais inorginicos, utilizando a energia fornecida pelo sol.

;.

Habitat — Local fisico onde vivem os seres de uma determinada espécie.

Heterdtrota — Tipo de nutricdo caracteristica dos organismos que revelam imteira incapacidade de
produzir matéria organica cxclusivamentc a partir dc compostos inorginicos. Mosmo gque
heteroirdfica.

Hidrecarbonetos Aromaticos — Composto quimico formadeo por ancl ( cu anéis) de benzeno.
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Hidrslisc — Toda reacdo quimica de decomposicio. ou quebra, de uma molécula em outras, pela acio da
agua.

IN SITU - No local. Mesmo que /N LOCO.
IN VIV O - Atividade experimental praticada em organismo vivo.

Metabolismo — Conjunto de reagles quimicas organizadas, que se processam no organismo visando o
armazenarmento e 0 consumo de energia para as atividades biologicas.

Metabélito — Toda ¢ qualquer substincia introduzida no orgamsmo ou ncle formada, cm fungdo dos
processos metabdlicos.

Microcesmos — Conjunto dc frascos de laboratério, quc visa reproduzir, tdo parccida quanto possivel, as
condi¢des do ambiente natural.

Mineralizacio ~ Degradagio complcta de quimicos orginicos para gas carbdnico, dgua c. possivelmentc,
4 outros compostos inorganicos.

Nicho - Posi¢do funcional ou lugar bioldgico dc um organismo, uma cspécic ou uma populagdo, dentro
de um ecossistema. .

Nitrificantes — Bactérias de vida livre, autdtrofas e quimiossintetizantes. encontradas no solo que fazem
a conversdo da amonia em nitritos € nitratos. Mesmo que nitrobactérias.

Nutricnte — Substincia que fornece calorias ao organismo, jd que conserva em suas ligagles,
consideravel quantidade de energia.

Crxidaciio — Qualificacdo das reagles quimicas em que um dos reagentes € 0 oxigénio ou, entdo, nas quais
se observa a perda de eléirons de uma substincia.

Cxirreducio — Designagio geral das reacdcs quimicas, fisiolbgicas ¢ ambicntais, cm que hi perda c/ou
ganito de eléirons entre os reagenies.

pH — Simbolo para indicar a concentragdo idnica dec hidrogénic num detcrminade mcio, o que rctrata a
medida da alcaiinidade. neutralidade ou acidez desse meio.

Pluma — Zoina ondc os contaminantcs cstio dissolvidos.

Popuiaciio — Conjunto, mais ou menos numeroso, de individuos de uma mesma espécie que convivem
numa determinada drca ou regido.

Quimiossintese — Processo natural de obtengiio de compostos organicos a partir de substincias simples.
como a dgua e o0 gis carbdnico. sem contudo utilizar a energia fornecida pelas radiagSes
luminosas. mas. efetivamente, 4 custa da energia de reacdes exergdnicas de oxidagdo
previamente executadas. '

Reduciio — Tipo geral de reagdio quimica em que ha ganiio de elétron(s) por uma substincia. resuitando
na diminui¢do da sua eletropositividade

Respiraciio — Mecanismo bioldgico que se faz notar pelas trocas gasosas entre 0s seres vivos € 0 meio
ambiente mas que na realidade, serve para obtencdo de energia. pelas células, através de
reacdes de oxi-redugio dos materiais a elas incorporados através do anabolismo.

Respiragiio Aerdbia — Tipo dc respiraco cclular que requer a participagio do oxigénio molccular -
como aceptor final de elétrons - para evitar a acidose metabolica. Mesmo que respiragio
aerobica.



Respiragiio Anaerobia — Forma de respiracdo dos organismos que vivem sem a presenca do oxigénio
molecular. Tais organismos promovem a oxidacdo de compostos organicos com liberagdo de
H'. que sdo recebidos por compostos inorganicos: nitratos, sulfatos e carbonatos. Mesmo que
respiragdo anaerdbica.

Soie — Camada mais externa da superficie terrestre, susceptivel de ser lavrada e plantada. E dividido em
horizontes: A- predomina matéria orginica; B- abundam os sais minerais; e. C- ocorrem
fragmentos de rocha.

Sorpgio — Recolhimento de uma substdncia na supcrficic de um solido por atragdo fisica ou quimica.

Sub-produtes — Materiais gerados como resultado de um processo.

Volatilizacio ~ Transferéncia de um quimico de um liquido para a fasc gasosa. Mcsmo quc cvaporagdo.
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Contaminagio de aqﬁiféros por gasolina tem ocorrido com muita freqiiéncia n‘as)
ultimas décadas, acarretando grandes problemas ambientais, devido ao alto poder toxico :
dos constituintes da gasolina (benzeno, tolueno e xileno — BTX), causando efeitos |
mutagénicos e genotoxicos. }

No Brasil, este problema toma caracteristicas diferentes porque € adicionada a /
gasolina comercial (GC) uma porcentagem de etanol (22 a 24%). Estudos indicam que a Y
presenga do etanol aumenta a solubilidade dos constituintes toxicos da gasolina, 1‘
facilitando o deslocamento no solo e, comprometendo fontes de agua potéavel \
(FERNANDES, 1997). % '

Os BTX sio hidrocarbonetos de cadeia fechada, de dificil degradagdo. Recentes
pesquisas mostram que a degradacio dos BTX ocorre por causa da atuagdo de
microorganismos, que os utilizam como fonte de energia. Porém, esta atuagdo depende
muito da cbncentragéo dos BTX, da quantidade de hutriente_, do tempo de exposicdo, €
da quahtidade de aceptor final de elétrons (oxigénio, sulfato, ferro III, nitrato e gés/
carbdnico).

A biodegradac¢do dos BTX € comandada por leis termodindmicas onde, a reagdo
que tem preferéncia € a que resulta em maior quantidade de energia. Devido a esta
‘consideragdo, as reagdes de Oxido-redugdo, preferida pelos microorganismos, sao as que
utilizam o oxigénio como aceptor final de elétrons. Por isso, as tecnologias que estdo
sendo empregadas tém como principio o suprimento de grandes quantidades de

oxigénio na pluma de contaminac¢do. Entretanto, estas técnicas sio muito dispendiosas €

de dificil monitoragem.

-



(%)

Embora as reagdes que envolvam o 'oxigénio sejam termodinamicamente mais
favoraveis, a concentra¢do do oxigénio diminui, chegando a zero, na pluma, devido ao
aumento do crescimento e da respiragdo dos mi'croorganismos.v Instalando, entéo,
ambiente anaerdbio, onde os microorganismos que irdo atuar na biodegradagdo tém
caracteristicas bem diferentes dos de ambiente aerdbio. As reagdes que ocorrem em
ambientes anaerdbios podem ser as que utilizam o nitrato, o sulfato, o ferro Il e o gas
carbdnico como aceptor final de elétrons.

Dependendo do microorganismo presente, do pH e do potencial redox, ocorrera
uma seqiiéncia preferencial de reagdes. Termodinamicamente, a ordem de ocorréncia
das reagdes é Redugdo de Nitrato > Redugdo de Fe III > Redugdo de Sulfato >
Metanogénese. Levando-se em goqgideragﬁo esta seqiiéncia, pode existir na pluma de
contaminagdo uma sucessdo dé eventos onde predomina apenas um dos aceptores final
de elétrons. . N

Devido a instalagdo natural da anaerobiose, a biodegradagdo anaercbia assume
grande importdncia em processos que visam a descontaminagio de aqiiiferos
contaminados com hidrocarbonetos, como a atenuagdo natural.

De modo geral, a atenuagdo natural refere-se aos processos fisicos, quimicos e
biologicos que facilitam a remediagdo natural. Estes processos incluem a
biodegradagdo, dispersdo, sorp¢do e volatilizagdo.

Segundo recomendagdes do Comittee on In Situ Boremediation, a avaliagdo da
estratégia de formagdo de um consistente e logico caso para biorremediagio, deve ser

baseado na convergéncia de trés linhas independentes de evidéncia (TIEDJE, 1993):

1. Verificacdo da perda do contaminante no sitio;

o

Pesquisas laboratoriais que demonstram que os microorganismos tém o
potencial para transformar os contaminantes, sob condi¢des esperadas;

Outras evidéncias que corroboram com as outras duas, demonstrando que a

(8]

biodegradagdo esta ocorrendo naquele momento, 1o sitio contaminado.

Segundo WEINER & LOVLEY (1998), o desenvolvimento de estratégias
coerentes para a remediagdo de agqiiiferos contaminados com hidrocarbonetos de
petroleo, requer o entendimento da habilidade dos microorganismos em degradar estes

contaminantes.



Fazendo parte de um projeto no qual uma area localizada na Fazenda
Experimental da Ressacada (Fpolis/SC) foi contaminada com a gasolina comercial
brasileira, projeto que € uma parceria entre PETROBRAS/CENPES e UFSC/REMAS,
este experimento teve como objetivo avaliar o potencial dos microorganismos
autoctones na atenuacdo natural de BTX, em presenca e auséncia de etanol, através de

estudos em microcosmos (conduzidos em laboratério).
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2.1. Generalidades sobre a Gasolina

Os hidrocarbonetos (HC) de petroleo consistem em misturas de fragdes destiladas
do dleo cru. As fragdes incluem compostos alifaticos, aromaticos e asfalticos obtidos
durante o processo de refinamento. Os valores, de temperatura, usados para obter a
separagdo dos combustiveis, estdo entre 23° a 320°C (BOWLEN & KOSSON, 1995).

O comportamento dos constituintes da gasolina, no solo, esta associado as
propriedades fisicas e quimicas da gasolina bem como as caracteristicas do solo por
onde ela percola, e, a permanéncia e a distribui¢do da gasolina no solo sdo
influenciadas pelo prdcesso de migragdo. O solo ¢ definido como material mineral ndo-
consolidado (solto) que se estende desde a superficie até o embasamento de rocha. O
solo consiste em ar ou vapor, dgua e uma variedade de solidos do solo; ¢ dividido em
duas zonas da subsuperficie: a zona ndo-saturada e a zona saturada (MACKAY &
CHERRY, 1989). A zona n3o-saturada se estende desde a superficie do chdo até o topo
da franja capilar e contem vapor do solo e uma quantidade menor de adgua do solo. A
zona saturada se estende desde o topo da franja capilar até o fundo do lengol freatico.
Nela, os espagos vazios entre os solidos, do solo, estdo totalmente preenchidos por
liquidos, e a agua que se encontra nesta zona € chamada de agua subterranea. A franja
capilar € a porgéo superior da zona saturada onde a agua subterrdnea se encontra, acima
da superficie do lengol freatico, devido as forgas capilares. Para se compreender o
comportamento dos constituintes da gasolina no solo é preciso conhecer as
caracteristicas da gasolina, o processo de transporte e a migragdo dos constituintes da

gasolina.
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A gasolina comercial brasileira (GCB) ¢ uma mistura de 76% de gasolina pura
(GP) e 24% de etanol. O etanol ¢ um solvente orgédnico polar que comegou a ser
adicionado na gasolina na década de 70, apds a crise do petroleo; este procedimento
proporciona economia de petréleo (por aumentar a octanagem da gasolina, aumentando
o rendimento dos motores) e, a diminui¢do da polui¢do atmosférica, ja que reduz a
emissdo de dioxido de carbono em 50% e a de HC em 40% (BRASIL, 1979,
MORMILE et al., 1994, FERNANDES, 1997). Apesar de ser uma conduta muito
empregada mundialmente, e em alguns casos utilizando diferentes aditivos (MTBE ou
metanol), pouco se conhece sobre os efeitos ambientais provocados por esta mistura e, a
magnitude da reduc@o da emissdo de CO € incerta (GAFFNEY et al., 1997).

Muito embora haja redu¢do da emissdo de alguns compostos toxicos para a
atmosfera (compostos estes utilizados como critério de polui¢do), existe, quando ha
queima de etanol ou metanol, a producio de acetaldeidos e formaldeidos primarios. O
acetaldeido pode reagir com o OH livre na atmosfera e formar o radical peroxiacetil que
reage com o NO; atmosférico e forma o peroxiacil nitrato (PAN) (que néo ¢€ utilizado
como critério de polui¢do) que € um forte agente lacrimejante e mutagénico. Também, a
formagdo do PAN pode interferir na concerntragdo de ozonio na regido (GAFFNEY et
al., 1997).

Existem, no Brasil, aproximadaniente 26.000 postos de gasolina (ANP, 1999).
Segundo a PETROBRAS, em 1993, o pais consumiu 38 milhdes de L/dia de gasolina.
Nio existem estimativas do numero de tanques com vazamento ou prestes a vazar
{CORSEUIL & ALVAREZ, 1996); porém, sabe-se que existem € que trazem perigosas
conseqiéncias a populagdo, j4 que provocam a éontaminagio de solos e aguas
subterrdneas por substdncias toxicas; 51% de toda a agua potavel do Brasil ¢ de origem
subterranea (FERNANDES, 1997). Em Sio Paulo, 70% da agua potavel é retirada de
aguas subterraneas (CORSEUIL & MARINS, 1997).

Num derramamento de gasolina, um dos principais receios € de que hajaia
propagacdo dos contaminantes até as fontes de abastecimento de agua potavel. Devido
a sua pouca solubilidade em agua, a gasolina estara, no subsolo, em forma de liquido de
fase ndao-aquosa (NAPL) (Figura 01), isto é, se dissolvera parcialmente. Os HC
monoaromaticos benzeno, tolueno e o xileno (BTX) s@o os constituintes da gasolina de
maior solubilidade na agua e, entdo, portanto os primeiros a contaminar o lengol freatico

(CORSEUILL, 1992).



A gasolina brasileira por conter 24% de etanol na sua constitui¢io, pode exibir um
comportamento adverso, do etanol e dos BTX, no deslocamento da pluma. Uma vez que
o etanol é soliivel em agua, a sua concentragdo devera ser maior que a dos BTX em
aguas subterraneas contaminadas com a gasolina brasileira. Entretanto, o efeito negativo
que pode ser causado pela presenca do etanol na atenuagdo natural da gasolina
brasileira, pode ser substituido pela diminui¢io da poluigdo atmosférica (CORSEUIL,
1997).

As preocupagdes relacionadas as possiveis contaminagdes das aguas subterraneas
por derramamento de gasolina vém aumentando no Brasil. Sdo Paulo e Curitiba ja
demonstram interesse pelo assunto, sendo que a cidade de Curitiba, em sua Lei
Organica, ja trata desta problematica. Em nosso estado, Joinville ja iniciou estudos em
postos de gasolina da cidade constatando que em apenas um deles ndo havia problemas

de contaminac¢do {CORSEUIL & MARINS, 1997).
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Figura 01- Representagdo das diferentes fases em que os HC podem

ser encontrados na zona saturada (CORSEUIL, 1997).



2.2. Propriedades dos BTX e do Etanol

Compostos organicos parecem ser um dos maiores problemas de poluigdo das
aguas subterraneas. Dentre estes, encontram-se 0s BvTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno
e xileno) que sdo constituintes do petrdleo. O petroleo € uma mistura complexa de

inimeros compostos organicos, com predominincia de hidrocarbonetos; sua
‘composi¢do varia de acordo com a sua precedéncia (CLINE et al., 1991). Do petréleo
podemos extrair varias substdncias: querosene, lubriﬁcantes, Oleo diesel e a gasolina.

Os BTX constituem a fragdo mais soliivel e movel da gasolina (Tabela 01). Estes
contaminantes sdo considerados perigosos por serem potehciais causadores de
~ depressdo do sistema nervoso central (SNC) e também, de leucemia (EVANS et al.,
1991; EDWARDS et al, 1992; CORSEUIL & ALVAREZ, 1996). Em certos paises
desenvolvidos, cerca de 75% dos casos de cancer sio de origem ambiental. O benzeno ¢
considerado o mais toxico dos BTX. A Resolugdo 020/86 do CONAMA (Consetho
Nacional do Meio Ambiente), tendo em vista o efeito nocivo do benzeno, estabeleceu o
limite maximo que pode ser encontrado nas aguas: 0,01mg/L (CONAMA, 1992).

Como citado anteriormente, existe uma tendéncia de que a concentragdo do
etanol seja maior que a dos BTX, no solo, devido a sua alta solubilidade; assim, como
os compostos altamente solﬂyeis tém menor potencial de sor¢do, o etanol terd uma
mobilidade maior do que os compostos BTX, em aguas subterrineas. No caso da
gasolina brasileira, que ¢ misturada com etanol, existem poucos estudos que relatem o
impacto do etanol na biodegradagio dos BTX. Haja vista que a gasolina brasileira
possui uma fragdo de etanol, existe grande possibilidade de que o oxigénio seja
rapidamente consumido antes que a maior parte dos BTX seja degradado por vias
aerobias (EDWARDS et al, 1992, CORSEUIL et al., 1998). Experimentos ja
realizados, demonstram que o etanol causa uma grande demanda adicional de oxigénio,
em relag¢do aos outros compornentes soliiveis da gasolina, e ira, possivelmente, diminuir
~a extensdo da degradagdo aerobia dos BTX nos aqiiferos, pois, limita o oxigénio

(CORSEUIL et al., 1998).



Tabela 01- Caracteristicas Fisico-Quimicas dos BTX e do Etanol

Caracteristicas . Benzeno Tolueno o - xileno Etanol
Foérmuia C,:Hs CyHg Cng 0 CgHs OH

molecular

Peso molecular 78.11 92,14 106,17 46,07
Solubilidade em 1780.0 470 - 530 142 - 220 -
dgua (20°C mg/L)
Pressio de Vapor 10.000 4 2.900 820 - 870 -
(20°C - Pa) 10.130 i

;
Ponto de Fusio 55 95 | -13.2 -114.1
(°C) ‘

!
Ponto de Ebuli¢do 80.1 1106 v 144 4 78.5
°0 : \
Densidade (23°C) 0.8765 0.8669 0.8802 0.79
Mcia Vida 1-2 dias atmosfcra  1-2 dias atmosfcra 2.6 dias/ -

4.5 horas dgua 2,6 dias/fotoquimica fotoquimica

Toxicidade em ma- 4.700 3.500 - -

miferos (LDsy -

oral ratos, mg/Kg)

- HOWARD (1990) ; EURECO (1991) e API (1993)



A solubilidade é.um dos principais pardmetros que afetam a distribui¢do € o
transporte de ‘cémpostos quimicos no ambiente. O aumento da concentragio de
contaminantes na fase aquosa, resulta no aumento da demanda de aceptores de elétrons,
necessaria p;ra que ocorréncia da atenuac¢do natural (CORSEUIL, 1997).

A solubilidade dos BTX pode ser aumentada pelo efeito de co-solvéncia do
etanol. Experimentos envolvendo gasolina e etanol demonstram que, com o aumento do
etanol na fase aquosa, houve um significativo aumento nas concentra¢gdes dos BTX,
sendo que o efeito foi diretamente proporcional a hidrofobicidade dos compostos: X > T
> B (FERNANDES, 1997).

Dentre os BTX, o benzeno é considerado o mais toxico por ter maior potencial

carcinogénico e por ser o mais solivel em dgua. Também, € o mais estavel, devido a

distribui¢do simétrica dos elétrons no anel benzénico.



2.3. Legislacao

Acidentes ambientais, ocorridos durante o transporte elou corrosdo dos tanques
de armazenamento subterrdneo, resultam na contaminagdo de solos e aqiiiferos e, tém
ocorrido com muita freqiiéncia em diversas regides do planeta (EDWARDS & GRBIC'-
GALIC’, 1994, THIEM et al., 1994, HART, 1996).

As medidas preventivas e corretivas para preservagdo e prote¢do da flora e da
fauna aquaticas basearam-se em estudos ecotoxicoldgicos, por meio dos quais foram
estabelecidos limites permissiveis de poluentes na dgua. Assim, esses limites passaram a
ser utilizados com freqiiéncia no fornecimento de subsidios as agbes de controle
denominados padrdes de qualidade de dgua e efluentes. Porém, nem sempre a utilizagdo
desses padrdes de qualidade, medidos através das analises fisico-quimicas, € suficiente
para avaliar sistemas aquiferos contaminados. Devido a complexidade e variabilidade
de compostos orgdnicos e inorganicos que podem estar presente num corpo hidrico, ha
necessidade de se regulamentar sua caracterizagdo (SANTOS, 1596).

No Brasil, 0 CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) estabeleceu,
através da Resolugdo 020 de 1986, os padrdes de abastecimento a populagdo humana.
Esta norma estipula um valor maximo permissivel para o benzeno ser encontrado na
classe de agua potavel: 0,0lmg/L ( lOPpb). Entretanto, o EPA estipula Sppb, no
maximo.

Os valores maximos permissiveis para o tolueno e os xilenos nio estdo
regulamentados na legislagdo positiva brasileira. Porém, algumas organizacdes ja
estabeleceram valores aceitdveis da concentracdo de tolueno e dos xilenos em agua
potavel. A Agéncia de Protecio Ambiental dos Estados Unidos (EPA), estabeleceu
valor maximo de 1.000ppb para o tolueno e de 10.000ppb para cada xileno; o Canada,
através da Agéncia da Satde e Bem-estar (H & W), padronizou os valores maximos de
24ppb para o tolueno e 3000ppb para cada xileno; e, a OMS (Organizagdo Mundial da
Saude) regulamentou apenas o valor para a concentra¢do aceitavel de tolueno:
0,0lmg/L (GUINGER, 1996). '
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A Legislagdo Ambiental Basica de Santa Catarina encontra-se na Lei 5 793 (de
15/10/1980) e no Decreto 14 250 (de 05/06/1981) que “dispde sobre a protecdo e
melhoria da qualidade ambiental e da outras providéncias”, determina apenas as
concentragdes aceitaveis para alguns tipos de metais e biocidadas organoclorados, ndo
menciona valor algum para os compostos derivados da gasolina (GOVERNO DO
ESTADO DE SANTA CATARINA, 1995). '

Em 28 de maio de 1998, o Governo Federal através de Medida Provisoria (MP-
1662), que da nova redagio ao artigo 9° da Lei 8723 (que dispde sobre a redugio de
emissdo de poluentes por veiculos), fixa em “ 22% o percéntudl obrigatorio de adigdo
de dlcool etilico anidro combustivel a gasolina em todo territdrio nacional”; € que, “ 0
Poder Piblico poderd elevar o referido percentual até o limite de 24%” (GOVERNO
FEDERAL,1998).
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2.4. Atenuacdo Natural

Atenuagdo natural é um termo que se refere aos processos fisicos, quimicos e
biologicos que facilitam a remedia¢do natural. Estes processos incluem biodegradacéo,
dispersdo, sorgdo e volatilizagdo (MARESCO et al., 1995; CORSEUIL & MARINS,
1997). Os mecanismos de atenuac¢do natural podem ser descritos como destrutivos e
ndo-destrutivos. Os ndo-destrutivos incluem a dispersdo mecénica e molécular, adsor¢io
e volatilizacdo; os destrutivos, sdo a biodegradagdo, a oxidagdo abidtica e a hidrolise
(HERRINGTON et al., 1995).

Constituintes HC quando dissolvidos, podem ser transportados pelos movimentos
das aguas subterrineas. Os mecanismos primarios que irdo limitar o transporte
subsuperficial de HC dissolvidos sdo a biodegradacdo e, com menos expressdo, a
volatilizagdo. Rea¢Bes ndo bioldgicas (abidticas), tal como a hidrélise, sdo menos
importantes porque muitos HC séo relativamente estaveis sobre as condigdes ambientais
da grande maioria dos aqtiiferos (BORDEN, 1994).

Numerosas pesquisas indicam que a biorremediagio natural {ou intrinseca) é o
principal mecanismo para a atenuagdo de HC de petroleo em solos contaminados. A
biorremediac¢do natural € o processo através do qual os microorganismos, que ocorrem
naturalmente no solo, degradam éontaminantes na subsuperficie e, a0 mesmo tempo,
minimizam os riscos a saide publica e ao meio ambiente. Geralmente, os
microorganismos presentes sdo as bactérias, porém, pode-se também encontrar fungos.

A biorremediagdo natural ndo € uma alternativa de “ndo agir”, porque ela requer o
acompanhamento da participag:ﬁb -dos_ microorganismos na eliminagdo dos
contaminantes, de acordo com o monitoramento em campo e testes em laboratorio
(NOVICK et al,, 1995). O procedimento de biorremediagdo natural pode ser utilizado
sozinho ou em conjunto com outras técnicas de remediagio, tanto sequencialmente
quanto simultaneamente (NORRIS, 1994).

Muitas pesquisas laboratoriais € em campo, tém mostrado que as bactérias que
degradam HC podem participar da degradacdo de componentes quimicos da gasolina,

incluindo os compostos BTX (WIEDEMEIER et al., 1995 a,b).
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Haja vista que a biodegradagdo ¢ o principal mecanismo de transformag¢io dos HC
de petroleo, a determinagdo da taxa de transformagdo € de suma importincia para prever
o deslocamento da pluma. Quando a taxa de biodegradacgdo for maior ou igual a taxa de
deslocamento dos contaminantes, a pluma deixara de se deslocar e diminuira de
tamanho (Figura 02). Neste caso, se a fonte receptora ndo fosse contaminada, ndo
haveria a necessidade de implantagdo de tecnologias ativas de remediagio e entdo, a
remediagdo natural seria a op¢do mais econdmica de recuperagdo da area contaminada
(CORSEUIL & MARINS, 1997).

Direcdo do Fluxo da
d&gua subterdnea

\

Fonte de
Contaminacdo

= 8 anos Ponto de
= 0 anos, T=2anos T =5 anos Risco

Figura 02 - Exemplo de atenuagdo natural de uma pluma de HC de petroleo.

A eliminag3o de contaminantes ¢ acompanhada pela biodegradagio, por exemplo,
a biodegradagdo de HC de petroleo, por microorganismos indigenos (nativos) da
subsuperticie, € uma reag@o de oxido-redugdo onde o HC € oxidado (doa elétrons) € um
aceptor de elétrons € reduzido (recebe elétrons). Muitos compostos viaveis na
subsuperficie e nas dguas subterrineas podem servir como aceptores de elétrons para
uma reagdo apropriada de oxido-redugdo: oxigénio {(Oz2), nitrato (NO;3™ ), 6xido de ferro
[Fe (OH);3], sulfato (SO4?) e dioxido de carbono (CO,). O processo de metabolizag@o de
compostos orgdnicos quando utilizam o oxigénio como aceptor final de elétrons €
chamado de respiragdo aerobia. Os produtos da respiragio aerobia sio o dioxido de
carbono, a 4gua e a biomassa celular. Quando os microorganismos usam uma substancia
inorganica, que ndo o oxigénio, como aceptor final de elétrons, o processo chama-se
respiragio anaerobia. Ferro, nitrato e sulfato sio exemplos de aceptores finais de

elétrons alternativos. Os sub-produtos da respiragdo anaerobia podem incluir gas



nitrogénio (Nz), gas sulfidrico (H,S), formas de metais reduzidas e metano (CH,),
dependendo do aceptor de elétrons (MARESCO et al., 1995).

A biodegradagdo dos HC pode ser representada pela seguinte reacdo quimica:

HC + aceptor de elétrons + microorganismos + nutrientes - ————p CO, +

H;O0 + microorganismos + produtos residuais

A taxa e a extensdo da biodegradagdo dos HC na subsuperficie dependera de
muitos fatores: quantidade e qualidade dos nutrientes e dos aceptores de elétrons; tipo,
nimero e capacidade metabdlica dos microorganismos; e, composi¢do do montante de
HC. Enquanto, virtualmente, todos os HC de petroleo sdo biodegradaveis, a taxa € a
extensdo da biodegradagdo pode ser altamente variavel. Dependendo das condigdes
ambientais, a biodegradagdo pode ser mais rapida ou mais lenta.

A biorremediac¢do intrinseca é a minima aplicagdo intensiva da biorremediag@o.
Ela usa os niveis ambientais de aceptores de elétrons e de nutrientes. Pode ser tanto um
processo aerobio {quando usa oxigénio) quanto anaerdbio (quando usa aceptores
alternativos). A biorremediag3o intrinseca € efetiva no controle e mitigacdo de plumas
dissolvidas. O tempo de tratamento varia consideravelmente dependendo do nivel de
contaminagdo. Em alguns casos, a biorremediagfo intrinseca pode ser tdo rapida, ou

mais rapida, quanto os processos intensivos de biorremediagéo.



2.5. Uso de diferentes aceptores de elétrons para a biodegradacio

O potencial de dxido-redugdo representa a habilidade que uma molécula tem de
participar do transporte de elétrons, isto é, reflete a capacidade de reduzir-se ou oxidar-
se (CALDWELL, 1995). No ambiente de subsuperficie, onde a fotossintese ndo ocorre,
a produgdo e transferéncia de elétrons é a atividade que governa todos os processos
microbiolégicos. O fluxo de elétrons através de uma cadeia alimentar microbiologica €
chamada de Reacdo Terminal da Aceptor do Llétrons; e, o Ultimo composto que €
reduzido na cadeia € o Aceptor Final de Elétrons (AFE).

As reagdes de degrada¢do mediadas biologicamente sio rea¢des de oxido-redugdo
(redox), que envolvem a transferéncia de elétrons de contaminantes orgénicos para um
aceptoride elétrons. O oxigénio é o aceptor de elétrons para o metabolismo aerobio,
enquanto nitrato, sulfato, ferro e diéxido de carbono sdo aceptores alternativos de
elétrons de vias anaeréobias (Tabela 02). Desta transferéncia de elétrons resuita energia,
a qual é utilizada para a manuteng¢do e crescimento celulares. A energia bioquimica que
esta associada as vias alternativas de degradagdo podem ser representadas pelo potencial
redox. Organismos com vias metabolicas mais eficientes crescem mais rapido e, por

isso, podem dominar formas menos eficientes.

Tabela 02 - Caracterizag@o das vias metabolicas

Aceptorde Tipode  Sub-produtos  Potencial #* Fonte**  Concentragdo Concentracdo

elétron*  Reagdo** Metabolicos** redox (voitz) Meédia (mM)* De Ho (mM) *
0, aerobia CO, + 820 atmosfera 0-04 <0,1
NO; /NO;” anaerdbia N,/ CO; +740 agricultura 0-20 <0,1
Fe*? anaerobia Fe™ -50 minerais pouco 0.2-006
SO,?  anaerdbia H.S -220 minerais 0-15 1-4
CO, anaerobia CH4 - 240 atmosfera 0-4 >35

*» NEWELL et al., 1995.
* SMITH, 1997.
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Baseado somente nas considera¢des termodindmicas, a reagdo energeticamente
preferida pode ocorrer na pluma até todos os aceptores de elétrons requeridos serem
utilizados (BROWN et al.,, 1995, NEWELL et al, 1995).

Numerosos aceptores de elétrons que ajudam mediar as reagdes sdo viaveis em
muitos ambientes de subsolo e incluem: oxigénio, nitrato, ferro férrico, sulfato e dioxio
de carbono. O calculo estequiométrico da biodegradagéio do benzeno, usando cada um

dos aceptores de elétrons ¢€:

CHs+750;, —» 6 CO, + 3H,0 - (Biodcgradacgéo acrébia)
6 NO; +6 H + CsHs —————» 6 COyp + 6 HO +3 Nyq (Redugdo de Nitrato)
6 OH' + 30 Fe(OH)3ny + CsHs —— 6 CO, gy + 30 Fe™ + 78 H,0 (Redugio de Ferro)
75H +3.7580, +CsHs ——» 6COy +3.75H,8° +3 H,0 (Redugdo de Sulfato)
CsHs +4 H,O » 2,25 CO, +3,75 CH, (Metanogénese)

2.6. Reacdes Redox

Uma reagdo redox envolve elétrons. Quando um composto quimico aceita
elétrons, ele sofre uma redugdo na sua carga total. Similarmente, quando um perde
elétrons, ele é oxidado. E importante notar que nio existe elétrons livres como resuitado
da reagdio redox, porque uma reagdo completa envolve um par de reagdes redox
(LEE,15%4).

_ Uma maneira de caracterizar a condi¢do redox, € o Potencial Redox (E#), que
tem sua unidade em mV. Reagdes redox de aguas subterrdneas contaminadas por HC de
petroleo, sdo geralmente controladas biologicamente através de processos de
biodegradagiio (WEIDEMEIER, 1995a). Os valores de EA em aguas subterraneas estdo
entre —400 e 300mV. Importante salientar que EA € um valbr de intensidade e ndo de
capacidade, assim como o pH. |

As reagles redox devem ocorrer em ordem de sua producdo termodindmica de
energia, assumindo que que existem organismos capazes de facilitar cada reagdo e que

~

ha um adequado suprimento de BTX e aceptor de elétrons. A Tabela 3 ilustra a
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seqiiéncia esperada de reagdes redox mediadas biologicamente (para a oxidagdo do

benzeno, em KJ/mol).

Tabela 3 - Sequiéncia esperada de reagdes redox.

Processo AG®
Respira{:‘io Aerdbia -3.202
Desnitrificagdo -3.245
Redugdo Ferro -2.343
Redugdo Sulfato -514

Metanogénese - 136

2.7. Biodegradacido Aerdbia

As oxidagGes biologicas ocorrem devido a incorporagdo de moléculas de oxigénio
em compostos organicos, através de reagdes oxidativas mediadas por enzimas
oxigenases. Se houver incorporagdo de uma molécula de oxigé€nio, a enzima chama-se
monoxigenase (Via TOL), esta enzima € responsavel pelo ataque de substituintes metil;
possivelmente, € a via de degradagdo do tolueno e dos xilenos. Se houver incorporagao
de duas moléculas de oxigénio, a reagdo ocorre devido as dioxigenases, onde anéis
aromaticos sdo atacados — Via 70D - e, provavelmente, o benzeno € degradado por esta
via metabolica (TSAO et al., 1998).

A facilidade da biodegradagdo dependera do tipo de HC. Hidrocarbonetos bom
peso molecular de moderado para baixo (alcanos Cz4 para Cip , aromaticos com anel
simples) parecem ser os mais facilmente degradados entre os HC. A gasolina contem
constituintes com peso molecular baixo para moderado, enquanto o diesel contem

compostos com peso molecular mais alto (BORDEN, 1994).
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Todos os HC de petroleo (BTX) sdo biodegradaveis sob condigéesv aerdbias
(ALVAREZ & VOGEL, 1991; WEIDEMEIER et al., 1994; CORSEUIL & WEBWE,
1994). O acoplamento da reagdo redox O,- H, O | tem um alto potencial de oxidagio e,
quando ocorre simultaneamente com rea¢des endotérmicas envolvendo BTEX, pode ser
usada por microorganismos para gerar grande quantidade de energia livre. A redugdo do
oxigénio molecular € uma das reagdes redox energeticamente 'mais favoraveis,
envolvendo a degradagdo do BTEX.

ALVAREZ & VOGEL (1991), observaram a _completa remo¢do dos compostos
benzeno, tolueno e p-xileno (em conjunto) em solos de aquiferos com culturas puras,
entre 3 e 13 dias de incubag¢do. Também, CHIANG et al.(1989) encontrou uma taxa de
remog¢do de 80 a 100% de BTX em um aquifero de Michigan, utilizando testes em
miCrocosmos.

A solubilidade em agua limita a quantidade de oxigénio dissolvido (OD) que pode
ser cedido do ar, a menos que ocorra uma inje¢do substancial abaixo do lengol freatico.
O uso do oxigénio puro no lugar do ar pode aumentar em cinco vezes a taxa de
introdug¢do do oxigénio. O peroxido de hidrogénio (H,03), o qual se decompde em
oxigénio e agua, € completamente solivel em agua. Consideragdes praticas, incluindo
toxicidade as bactérias, limitam a concentragdo do peroxido de hidrogénio de 100 para 1
ppm. O peroxido de hidrogénio pode, teoricamente, prover oxigénio de 5 a 50 vezes
mais rapido, diminuindo o tempo de biorremediagdo. Como a populagdo microbiologica
diminui em fung¢do da diminui¢do da fonte de alimento (os contaminantes), a tolerdncia
para com o peroxido de hidrogénio pode também diminuir. Como desfecho, o peréxido
de hidrogénio pode ndo ser a fonte mais apropriada de oxigé€nio para muitos sitios
(NORRIS, 1994).

A presenga da enzima benzero dioxigenase, que realiza a oxidagdo inicial do
- benzeno, pode interferir na seqiiéncia da reagdo. Experimentos realizados por AXCELL
& GEARY em 1975 (apud CHAPELLE, 1993), concluiram que Pseudomonas putida

pode crescer em ambientes em que o benzeno € a unica fonte de carbono e de energia.

Esta enzima é constituida de uma flavoproteina e de duas proteinas de ferro-sulfato.



19

Devido a esta organizagdo, o inicio da oxidagdo do benzeno requer a transferéncia de
elétrons do NADH para a flavoproteina, através de uma proteina’ de ferro-sulfato para
outra, onde a oxida¢do terminal do benzeno € feita (Figura 03). Esta seqiiéncia de
reagBes também requer, por razdes ndo muito claras, a presenca de Fe (II) dissolvido

(CHAPELLE, 1993).

Figura 03 - Etapas iniciais da oxidagdo microbiologica do benzeno (1) para catecol (3)
via cis-benzeno dihidrodiol (2). Clivagem subsequiente do anel seguindo 2 vias: Via
ORTO (4) e Via META (5) (COLBERG & YOUNG, 1995).



2.8. Biodegradacio Anaerdbia

Devido ao fato de que o consumo do oxigénio € rapido e a sua taxa de suprimento
¢é baixa, por causa da sua baixa solubilidade em agua, a expansio‘ da zona aerdbia €
limitada pela taxa de suprimento de oxigénio no aquifero. Condi¢des anaerobias sdo
esperadas dentro de zonas de aquiferos com tratamento aerobio, especialmente em
zonas relativamente impermeaveis e em zonas mais distantes dos pogos de inje¢do; a
agua é um meio ineficiente de transferéncia de oxigénio (REINHARD, 1994,
SALANITRO et al., 1997). Para a degradagio de quantidades pequenas de HC, grande
quantidade de agua é necessaria para que o0 oxigénio entre em contato com os sdlidos do
aquifero; a completa oxidagdo de 1mg de HC requerer 3,1mg de oxigénio. Assim, para
biorremediar 1Kg de material de aqiifero contendo 10g/Kg de HC, um minimo de
3,lm* de Aagua oxigenada contendo 10mg/L. de oxigénio deve ser adicionada.
Potencialmente, a eficiéncia geral da biodegradagdo pode ser aumentada pelo uso de
fontes alternativas de aceptores de elétrons que sejam mais soliveis em agua. A taxa de
agua mantida para degradar uma massa de contaminante é mais alta se a concentragio
dos aceptores de elétrons for mantida alta. Os sais de nitrato sdo muito mais soluveis em
agua (92g/L ou 1,33M como nitrato de s6dio) que o oxigénio (10mg/L ou 0,31mM).
Comparando os valores da solubilidade em agua com as meias-rea¢des, para a redugio

de oxigénio e nitrato, temos:

2NO3-+12H++108' » N; + 6 H;0
O, + 4H +4¢ > 2 H,0

Os equivalentes redutores que podem ser introduzidos num aquifero usando
solugdo saturada de nitrato de sodio € aproximadamente 50 vezes mais alta comparada
com a solugdo saturada de oxigénio (REINHARD, 1994).

Até meados de 1980 acreditava-se que em ambientes sem oxigé€nio 0s Compostos
monoaromaticos eram recalcitrantes; porém, estudos posteriores comprovaram a
existéncia de biodegradagio em ambientes anaerébios, onde bactérias apresentaram-se
versateis para destruir variedades de compostos (EDWARDS & GRBIC'-GALIC’,
1994; SALANITRO, 1997) (Tabela 04).



Tabela 04 - Lista de alguns HC monoaromaticos que podem ser degradados por

microorganismos sob condigdes de redugdo de nitrato, reducdo de ferro e redugdo de

sulfato.
Composto Condicio Referéncias
Reducio de Nitrato Major et al., 1998
Benzeno ‘
Reduc¢do de Suifato Edwards & Grbic-Gaiic, 1992
Zever et al., 1986; Kuhn et ai., 1998; Major et al.,
Reducdo de Nitrato 1988; Dolfing et al.. 1990; Altenschmidt & Fuchs.
1991-1992: Evans et ai., 1991; Frazer et al., 1993
Tolueno
Reducio de Suifato Haag et al.. 1991; Beller et al.. 1992;
Edwards ct al., 1992; Rabus et al., 1993
Reducdo de Ferro Lovley et al., 1989; Lovley & Lonergan, 1990
Etilbenzeno Reducdo de Nitrato Ball et ai., 1991; Hutchins et ai.. 1991;
Barbaro et ai., 1992
o-Xileno Kuhn et al., 1985; Major et ai.. 1988;
Reducio de Nitrato Evans et ai.. 1991; Barbaro et ai., 1992
Reducdo de Nitrato Kuhn ct al., 1985; Zeyer ct al.. 1986
m-Xileno
Redugdo de Sulfato Edwards et al., 1992
Reducdo de Nitrato Kuim et al., 1985; Hutchins et al., 1991
Major et al., 1988; Barbaro et al.,1992
p-Xiieno

Reducio de Sulfato

COLBERG & YOUNG, 1993

Edwards et al., 1992
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Hoje sabe-se, com alto nivel de certeza, que compostos organicos aromaticos
(por exemplo os BTX), alguns compostos aromaticos polinucleares e compostos
‘organicos nitrogenados heterociclicos podem ser degradados em zonas anaerdbias do
subsolo (GRBIC’-GALIC” & VOGEL, 1987, EDWARDS et al., 1992, LOVLEY et al,,
1996; STRAUB et al., 1996; SALANITRO et al., 1997). Dependendo do tipo de aceptor
de elétrons presente, das condi¢des de pH e do potencial redox, a biodegradagido pode
ocorrer por redugdo de nitrato, redugdo de ferro, redugdo de sulfato ou metanogénese.
Condigdes ambientais e competi¢do microbioldgica podem determinar, em ultimo caso,
qual sera o aceptor de elétrons dominante, mas num aquifero tipico, que seja desprovido-
de oxigénio, a desnitrificagdo ocorre primeiro, seguida pela redugio de ferro, redugdo de
sulfato e, finalmente, pela metanogénese (SMITH, 1997) (Figuras 4 a/b). O aceptor
dominante, segundo  VROBLESKY & CHAPELLE (1994), pode variar tanto
temporariamente quanto espacialmente num aquifero com contaminag¢do de HC de

petroleo.

d iR
/ /,/”,/
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Redugdo
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> Eﬁf?_ugoo { Redugéo
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Fluxc da dgua
subtenrdneq - -
—————,

Comada de
confinamento

Figura 04 a - Diagrama da sucessdo das reagdes de aceptores de elétrons em
aguas subterrineas ndo contaminadas.
SMITH, 1997.
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Figura 04 b - Diagrama idealizado da orientagdo das rea¢des de aceptores de

elétrons em aguas subterraneas contaminadas com chorume de lixo de aterro.

SMITH, 1997.

2.8.1. Biodegradacio via Reducio de Nitrato (RN)

Depois que todo o oxigénio dissolvido tiver sido removido do aqiiifero e a
condi¢do anaerdbia estiver estabelecida, o nitrato pode ser usado como aceptor final de
elétrons por microorganismos anaerobios obrigatorios, para mineralizar 0s compostos
de BTX, via desnitrificagio (WEIDEMEIER et al., 1994 e 1995b).

Segundo WEIDEMEIER et al. (1994), a aclimatagio das BRN (bactérias
redutoras de sulfato) € rapida. Uma grande variedade de microorganismos € capaz de
acoplar os processos de oxidagdo de substratos organicos com a redugdo de nitrato, para
obter energia. Este processo € de grande importancia na pratica agricola, pois remove do
solo um dos principais nutrientes vegetais: o nitrato. A redugdo de nitrato € também um

processo importante na degradagdo de materiais organicos em sedimentos marinhos. Em



sistemas de aguas subterraneas, a redug@o de nitrato tende a ser um importante processo
microbiolégico quando existe a interferéncia humana.
Quando o nitrogénio molecular (N2) € o maior produto da redu¢do do nitrato, o

processo € chamado de desnitrificaggo:
Glicose + 48 NO; + 48 H ——— 6CO; +24N; +84H,0
Muitos géneros de bactérias sdo capazes de realizar a desnitrificagdo: Alcaligenes,
Bacillus, Pseudomonas e Thiobacillus. A possivel seqiiéncia da reagdo de

desnitrificagdo, mediada pela enzima nitrato redutase, estd esquematizada na figura 05.

Figura 05 - Modelo do transporte de elétrons na redugdo do nitrato.
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CHAPELLE, 1993.

Em 1995, HANER et al., estudou um aqiiifero contaminado com diesel na Suécia,
usando bactérias redutoras de nitrato (BRN) verificou que de todos os compostos BTX,
somente o benzeno foi recalcitrante, mesmo por 250 dias. Mas, durante os onze
primeiros dias de incubag@o a concentragdo do tolueno e dos xilenos {o-, p-, m-)
tiveram uma redugdio de 0,024mM/dia, chegando a concentragdo final zero" A rapida
degradagdo do p-xileno parece estar associada a redu¢do do NO;” a NO;7 e este, a Na.

Utilizando cultura pura de T1, EVANS et al.(1991) conseguiu eliminar o tolueno
em 100 minutos, com concentragdo inicial de 200uM. As bactérias T1, gram negativas,
transformaram 51% do tolueno em CO; e 29% em biomassa. A taxa de
desaparecimento do tolueno foi de 1,8umol min™ L" . Porém, quando a concentragio

inicial estava acima de 3mMT ndo ocorria a degradagdo, o tolueno tornava-se toxico



para as bactérias; entdo constatou também que a duragdo da “fase lag™ depende da
concentra¢do inicial do tolueno. Com a adi¢io posterior de o-xileno, verificou que
ocorreu a sua degradagdo, entretanto, este composto ndo foi a unica fonte de carbono,
indicando que pode estar ocorrendo um processo de cometabolismo. A taxa de
degradacdo encontrada nos experimentos com a bactéria T1 foi de 56nmol min"'mg de
proteina”, resultado este que é comparavel ao encontrado quando usa-se cultura mista
de BRN - 45nmolmin'mg de proteina™.

A atividade da nitrato redutase € inibida pela presenga de oxigénio molecular. Por
esta razdo, microorganismos redutores de nitrato s3o estritamente anaerobios ou
microaerofilicos (oxigénio < 2%). Esta inibi¢do da redugio de nitrato pelo oxigénio, € a
principal razdo pela qual o nitrato se acumula em ambientes aerdbios do subsolo. Em

ambientes anaerobios, raramente o nitrato se acumula (CHAPELLE, 1993).

O calculo estequimétrico da biodegradagido do benzeno via desnitrificagdo, sem a
produggo de massa celular, €:
6NOy + 6H + CHg ——————» 6COz+ 6H0 + 3N,
(WEIDEMEIER et al., 1995a) -

Na auséncia de produgdo celular, 4,8mg de nitrato (i6nico) sdo requeridos para

metabolizar completamente 1mg de benzeno. Isto significa que 1mg de nitrato é capaz

de facilitar a destrui¢do de 0,21mg de benzeno.
Para o tolueno, a reagdo teorica para o processo de biodegradagio é:

CsHs—CH; + 6 NOy — > 7CO; + 4H,0 + 3 N, +energia
(BORDEN, 1994)



2.8.2. Biodegradacio via Reducio de Ferro (RF)

Uma vez que o oxigénio e o nitrato ja tenham sido utilizados, microorganismos
subsuperficiais podem usar o ferro férrico oxidado [Fe (Iil) ou Fe 1 como aceptor final
de elétrons. Diversos microorganismos tém sido identificados como sendo capazes de
acoplar a redugdo do ferro (III) com a oxidagdo de compostos aromaticos como o
tolueno, p-cresol e benzoato (LOVLEY et al., 1989). Grandes quantidades de Fe {(III )
estdo presentes em sedimentos de muitos aqiiferos e poderiam, potencialmente, prover
uma grande reservatorio de aceptores de elétrons para biodegradar HC. O ferro pode
estar presente na forma cristalina ou amorfa. Segundo LOVLEY (1991), as formas mais
facilmente redutiveis sdo as amorfas e as menos cristalinas: hidréxido de Fe (ill),
oxihidroxido de Fe (III) e oxido de Fe (III). A possivel reagdo de oxidagdo do tolueno,

acoplada com a reducdo de ferro [Fe (OH)s]:

CsHs — CH; + 36 Fe (OH); ——» 7CO, + 36Fe™ + 720H " + energia
( BORDEN, 1994, WEIDEMEIER et al., 1995a)

Devido a dificuldade de quantificar a concentragdo de Fe (III) que esta disponivel
para a respiracdo microbiana, o subproduto metabolico, o Fe (iI), € comumente
avaliado. A reducdo de Fe (III) pode resultar em altas conéentrac;ﬁes de Fe (II)
dissolvidos (10 para 100 mg/L) em aquiferos contaminados. LOVLEY et al. {1989)
encontrou num aqiiifero contaminado com vazamento de combustivel cru, remocdo
seletiva de benzeno, tolueno e xileno na pluma, acompanhada pela acumulag¢do de Fe(1I)
dissolvido e pela diminui¢do de oxidos de Fe (III) nos sedimentos contaminados.
Embora o mecanismo exato da redugdo microbiologica do ferro férrico seja pouco
compreendida, evidéncias sugerem que este processo seja um importante mecanismo de
biodegradacdo de HC dissolvidos na subsuperficie (BORDEN, 1994).

O metabolismo de 1mg de benzeno produz 21,5mg de Fe (II). Isto significa que,
para cada Img de Fe (II) produzido durante a biodegradagdo, 0,047mg de benzeno ¢

mineralizado (WEIDEMEIER et at., 1995a).



O processo de biodegradacio de BTX via redugdo de ferro ¢ feito pela enzima
feiro redutase. Estudos realizados com bactérias GS-15 parecem demonstrar que: 1)
existe uma ligagdo entre a enzima ferro redutase com a membrana, que transfere
elétrons de Fe (III) (sdlido) para fora da célula; 2) o mecanismo de transporte de
elétrons envolve a presenga de NAD como carreador, bem como de um citocromo do
tipo b; e, 3) o NAD" é reduzido a NADH no cicio do acido tricarboxilico (TCA)

(CHAPELLE, 1993) (Figura G6).
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Figura 06 - Degradag@o do Tolueno em condigdes de

redugdo de ferro (III) com cultura pura de bactérias GS-15.

Segundo WEIDEMEIER et al. (1995a), o calculo estequiométrico para a

biodegradagdo do benzeno via redugio de Fe (III) é:

60 H" + 30 Fe (OH); + CsHg » 6CO; +30Fe™ + 78 H,0

Em auséncia de produgdo celular, 41,4mg de Fe (Ill) sdo necessarios para
metabolizar 1mg de benzeno, completamente. Isto é, Img de Fe (Ill) proporciona a

mineralizagio de 0,024mg de benzeno.
LOVLEY & LONERGAN (1990), isolaram bactérias redutoras de Fe (11I) capazes

de degradar tolueno, p-cresol e fenol. G calculo estequiométrico para a degradagio do

tolueno é:

C;Hg + 36Fe™ +21 H,0 » 36Fe™ + 7HCOy +43H'

36 mioles de Fe (1II) sdo necessarios para oxidar 1 mol de tolueno.



O transporte de Fe (1I) dissolvido no aquifero pode causar problemas secundarios
no aquifero, como o entupimento ¢ a syjeira. O suprimento de grandes quantidades de
oxido de Fe (III) coloidal ou de citrato de Fe (III) soliivel em aquiferos ndo foram
testados. Para desenvolver estratégias de biorremedia¢do baseadas na redugdo de ferro,
uma melhor compreensio da ocorréncia, das necessidades nutricionais, das condigdes
de crescimento e do metabolismo da redugio de ferro pelas bactérias deve ser adquirido
(REINHARD, 1994).

O benzeno parece ser racalcitrante com bactérias redutoras de nitrato, mas ele ¢
mineralizado por bactérias redutoras de ferro — BRF (LOVLEY et al., 1996). Entretanto,
o ferro férrico proveniente de fontes naturais (como os acidos humicos) ndo € muito
soluvel, ficando pouco acessivel as bactérias. Uma maneira de tornar o ferro mais
acessivel, € ligando-o a um quelante, por exemplo o acido nitriloacético (NTA); mas o
NTA € carcinogénico em doses altas. Para solucionar este problema, o agente quelante
pode ser o EDTA. Conforme as pesquisas de LOVLEY et al. (1996), a degradagdo do
benzeno, com o uso de ferro férrico ligado a um quelante, foi muito mais rapida se
comparada com os processos aerobios de degradagdo. Entretanto, KAZUMI et al
(1997) conseguiu a degradagdo do benzeno, via RF, sem adicionar agentes quelantes.

COATES et al.(1996), a principio, nio conseguiu a degradagdo do benzeno
acoplada a redugdo de ferro (III) em estudos realizados com solos proveniente da Ilha de
Shelter (CA, USA), que foram contaminados por HC durante 30 anos. Com o avango
das analises, constatou que a ndo degrada¢dio do benzeno ocorreu devido a baixa
quantidade de BRF no solo da ilha, as bactérias predominantes eram as redutoras de
sulfato. Quando foi adicionado, ao solo da ilha, bactérias redutoras de ferro (D.
palmitatis), houve, entdo, a degradagdo do benzeno.

Em 1992, BELLER et al., verificou que a adi¢do de ferro (11I) em microcosmos,
caracteristicamente redutores de sulfato, aumentava a taxa de degrada¢do do tolueno; a
taxa sem a adi¢do de ferro (IIl) era de 0,164 + 0,0156nM e, com a adigdo passou a ser

de 0,248 + 0,0125nM.
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2.8.3. Biodegradacao via Reducio de Sulfato (RS)

O processo de biorremediagdo que utiliza sulfato como aceptor final de elétrons
envolve a oxidagdo de HC, pelos organismos, acoplado a redugdo do sulfato a acido
sulfidrico (EDWARDS et al., 1992). Para o tolueno, o calculo estequiométrico desta

reagdo, assumindo que ndo houve crescimento celular, é:
C7Hg + 4,5 8047 +3H,0 ———» 225HS ™ +225H,;S +7HCO;  + 025H"

Para WEIDEMEIER et al. (1995a), o célculo estequiométrico para a
biodegradagdo do benzeno, via redugdo de sulfato, é:

75H + 3758047 + CéHs ——»  6COs +3,75 HaS® + 3H,0

'

Sem a produgdo de massa celular, 4,6mg de sulfato é requerido para metabolizar
1mg de benzeno; entdo, 1mg de sulfato mineraliza 0,22mg de benzeno.

Em alguns sistemas desnitrificantes, a degradagdo em condig¢des sulfato-redutoras
¢ também seqiiencial , com o tolueno sendo o substrato mais preferido, seguido pelo p-
xileno e o o-xileno sendo degradado por tltimo (EDWARDS et al, 1992). O
etilbenzeno e o benzeno ndo foram degradados nestas condigdes experimentais. Em
estudos subseqtientes, foi observada a degradagio do benzeno, na auséncia de outro
composto aromatico, apds um fase lag de 30 dias, em condigdes estritamente
anaerobias. O acumulo de HS pode inibir o processo de reducdo de sulfato
(REINHARD, 1994).

Em 1993, RABUS et al., usando cultura pura de Desulfobacula toluolica (TOL-
2), conseguiu a degradacdo completa do tolueno. Porém, esta ocorréncia so foi
verificada em microcosmos com concentragdo inicial de tolueno de 1,79mmol/L, porque
com os de concentragdo inicial de 6,03mmol/L, somente 2/3 do tolueno foi mineralizado
(apds 332 horas). Foi verificado que 4,4mol de sulfeto sdo necessarios para degradar
1mol de tolueno (que pode produzir 29¢ de células — peso seco). Provavelmente, a via
de degradacdo do tolueno (T) pelas TOL-2 envolve o acetil-CoA; onde T ¢€

oxidativamente condensado ao acetil-CoA, formando o fenilpropionil-CoA.



Em experimentos laboratoriais, com solos de Seal Beach (CA, USA), realizados
por EDWARDS et al. (1992), o benzeno ndo foi degradado por BRS (em 270 dias);,
porém, 100% do tolueno e dos xilenos foram degradados. Com concentragio inicial de
5mg/L., de cada BTX, o tolueno desapareceu em 40 dias, o o-xileno em 72 dias e o p-
xileno em 104 dias.

Com a utiliza¢do de bactérias PRTOL-1 ( mesofilicas e gram negativas ),
BELLER et al. (1996). conseguiu reduzir, com dois dias de experimentagdo, 80% do
tolueno presente no microcosmo, onde a concentragdo inicial era 80uM. Foi verificado,
também, que o- e p— xilenos adicionandos posteriormente, hos microcosmos, foram
rapidamente degradados; provavelmente por processos de cometabolismo. O valor de
sulfato necessario para degradar 1mol de tolueno é de 3,89mol; este valor esta muito

proximo ao valor esperado: 4,09mol.

2.8.4. Biodegradacio via Metanogénese (RM)

Sob condigdes metanogénicas, ou fermentativas, muitos compostos HC, incluindo
benzeno e tolueno, parecem ser transformados em CO; e metano (GRBIC'-GALIC' &
VOGEL, 1987). Culturas originadas de indculo de esgoto ou de prévio enriquecimento,
foram mantidas em condigdes metanogénicas usando-se acido ferralico como a unica
fonte de carbono. Assumindo que ndo haja nenhum crescimento celular, o célculo

estequiométrico da reagdo de transformagio do tolueno é:
CHy +5SH,O0 ————» 2,5C0O; + 4,5CH,
O estudo foi conduzido considerando o tolueno € 0 benzeno como as unicas fontes de

carbono. A biotransformagéo iniciou-se apds 3 meses de incubagio (“fase /lag”) e so foi

completada 60 dias apos o inicio da biodegradacio (REINHARD, 1994).
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Sem produgdo celular, Img do total de BTEX degradado produz 0,78mg de
metano, isto é, 1mg de metano produzido durante a metanogénese € resultado da
mineraliza¢do de 1,28mg do total de BTEX.

A oxidagdo do benzeno via metanogénese é:

4,5 H,O + CeHs —» 2,25C03¢ +3,75 CHy
(WEIDEMEIER et al., 1995a)

GRBIC'-GALIC’ & VOGEL (1987) utilizaram bactérias metanogénicas, oriundas
de lodo de esgoto previamente enriquecido, e conseguiram reduzir, apds 3 meses de
aclimatagdo, mais de 50% dos BTX, colocados separadamente, nos microcosmos. A

porcentagem de metano (CH,) encontrado € equivalente ao esperado:

Substrate Valeor Obtido Valor Esperado
Benzeno 60,3 +2.2% 62.5%
Tolueno 655 £34% 64.3 %

Também nestes experimentos, foi testada a influéncia dos aditivos (metanol) na
biodegradacdo dos BTX. Constatou-se que a presenga de metanol reduziu a taxa de
biodegradagdo do benzeno e do tolueno. 7

Para melhor compreender o processo, benzeno e tolueno, fontes de carbono,
foram marcados radioativamente (‘*C); constatou-se que o '*CO. foi produzido,
demonstrando, assim, que os anéis aromaticos estavam sendo completamente
degradados.

O benzeno tem duas vias de biodegradagio: a redugio a ciclohexano e a oxidagdo
a fenol, ambos acidos carboxilicos, que serdo mais tarde oxidados a CO, e CH,y
(Figura 07).
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Figura 07 - Via de degradagd@o do benzeno sob condigdes metanogénicas.
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O tolueno, com seu simples grupo metil, aparentemente pode ser oxidado por
diferentes vias. Se o anel softer, inicialmente, oxidac¢do, p- ou o— cresol € produzido.
Dependendo de qual isdmero do cresol é gerado, o passo seguinte da oxidagdo €
diferente. Alternativamente, o grupo metil pode ser oxidado a benzil alcool; que sera
oxiado a benzoato, e este, a acidos carboxilicos. A redugio do anel do tolueno também ¢é

possivel com a produgio de metil-ciclohexano (Figura 08).
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Figura 08 - Possivel seqiéncia da reacdo de oxido-reducdo

do tolueno por bactérias metanogénicas em consorcio.

Em 1994, EDWARDS & GRBIC'-GALIC’, realizaram pesquisas com culturas
puras, oriundas do lengol freatico de Pensacola, que foram previamente alimentadas
com tolueno (T) e xileno (X) (juntos e separados), as bactérias que foram alimentadas
com T e X conseguiram degradar os dois simultaneamente e sem competigdo. As que
foram alimentadas com T e X, separadamente, também conseguiram degradar a
quantidade de T ou X adicionado posteriormente. Aplicando o método de McCaity,
verificou-se que 4,32mol de CHy e 3,32mol de CO; poderiam ser gerados a partir da
degradagio de 1Imol de tolueno. A quantidade de energia requerida pelos
" microorganismos, para oxidar tolueno e o-xileno, por processos metanogénicos, € 17

vezes menor que a requerida pelos microorganismos em processos aerobios.
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APITULO III
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MATERIAIS E METODOS

3.1. Material do Aqiiifero

Para realizagio dos experimentos de biorremediagdo natural de aquiferos
contaminados com BTX e/ou etanol, foi utilizado material coletado na Fazenda
Experimental da Ressacada (Florianopolis, SC). Foram coletadas amostras de solo ¢
agua subterrdnea. O solo foi coletado de uma profundidade de aproximadamente 1,5m;
ndo continha cheiro forte; e, a constituigio era de areia fina e pouco argilosa e de cor

marrom.

3.2. Compostos Quimicos

Os reagentes utilizados neste experimento foram: benzeno (Sigma-Aldrich);
tolueno e etanol (Merck); o-xileno (Riedel-deHaén); azida sodica, cloreto de sodio,
nitrato de sodio, nitrito de sodio, fosfato de potdssio monobasico e sulfato de sodio
anidro (VETEC); e, reagente para ferro II (HACH) - todos com grau analitico superior

a 99%.

3.3. Microcosmos

Cada microcosmo foi preparado em vidro ambar de 200ml (previamente
esterelizado em autoclave). Em cada frasco foi adicionado 50g de solo e,
aproximadamente, 200ml de agua subterrinea. Ndo foi. adicionado nenhum tipo de
nutriente. Cada microcosmo foi vedado com tampa e tampulho (ambos de plastico) e
fita teflon, entre o tampulho e a amostra (Figura 09). Os frascos eram agitados

diariamente.



Os frascos foram mantidos em cimara anaerébia (COY-77), que foi fluxionada
com mistura de gases padrio (CO:z 7,5% - Haz 2,5% e N, bal. ) e gas N; puro (5.0) da
White-Martins. A temperatura foi controlada a 25 + 1°C.

Figura 09 - Microcosmos utilizados nos experimentos: a) microcosmo completo,

b) vidro dmbar vazio (200ml), c) pedago de fita teflon, d) tampulho, e, €) tampa.
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3.4. Delineamento Experimental

Foram realizados os seguintes tratamentos:

T1 - BTX (£5mg/L de cada analito)

T2 - BTX + Etanol (+5mg/L de cada BTX e £500mg/L de etanol)

T3 — BTX + Etanol + Azida (+5mg/L de cada BTX e +500mg/L de etanol +
3g/L de azida sodica); material previamente esterelizado em autoclave,
para que 0s microorganismos existentes morressem — controle.

Para cada t}atamento, foram feitas 15 repetigdes. A cada 30 dias,
aproximadamente_, foram analisadas 3 repetigdes de cada tratamento. As analises
realizadas foram: concentragdo dos BTX, etanol, sulfato, nitrito, nitrato, fosfato e ferro
ferroso (Fe 1I); pH; condutividade; temperatura; oxigénio dissolvido (OD); e, potencial
redox.

Os microcosmos foram analisados nos dias 1, 30, 66, 102 e 134. A analise foi do
tipo “sacrificio” , isto é, os frascos que iam sendo analisados ndo voltavam mais para o
experimento; para sustentar o tempo de analise, foram feitas 15 répetigﬁes de cada

tratamento, onde iam sendo retirados de 3 em 3.

3.5. Anaiise de BTX e Etanol

3.5.1. Soluciio Padrao
A solugdo padrio foi preparada segundo normas da Environmental Protect
Agency (USA): EPA/8015* — Aromatic Volatile Organics by Gas Chromatography
(EPA, 1990).

As conceniragdes adotadas para reélizagéo da curva padrio foram, para cada
BTX: 0,008 — 0,05 — 0,1 - 0,5 ¢ 0,9mg/L; e, para o etanol: 3.9 -~ 79 - 13,8 - 19,75 ¢

25.6mg/L.

3.5.2. Procedimento Analitico

De cada microcosmo, foi retirado 10ml de amostra para analise em cromatografia
gasosa (CG). O CG (HP-5890) tinha um amostrador automatico (Headspace
AutoSampl.er HP-7694) e estava equipado com detector FID (ionizagdo de chama) e

coluna capilar (HP-1). As condi¢des de analise encontram-se descritas no apéndice A.



O limite de detec¢do do CG utilizado nas condi¢des de analise para os compostos
BTX e etanol foram, respectivamente: 8ppb, 8ppb, 50ppb e 2ppm.

A precisdo dos dados obtidos no CG foi testada de acordo com a porcentagem de
recuperagdo do SPIKE', segundo norma descrita pela EPA/8015* (tabela 05).

Os cromatogramas foram interpretados utilizando o Software ChemStation, versdo

4

A.03.34.

Tabela 05 - Porcentagem de recuperagdo do SPIKE obtido para analises dos compostos

BTX e etanol no CG HP-5890.

Compostos Porcentagem de Recuperac¢io (%)’ Limite CQ (%)’
Benzeno 96,3 93,1 92,6 94,5 97-91
Tolueno 94.4 92,5 91,6 94 4 96 - 90
o-Xileno 97 98,7 99,8 104,3 106 — 93,71

Etanol 85,8 98,9 107,1 107 117 -83

3.6. Anilise de Cations e Anions

Dentre os cations, somente o Fe™" foi anaiisado. As andlises foram conduzidas
em espectofotdometro HACH ~ DR/4000, seguindo método HACH/8146.

Os anions nitrato (NO3), nitrito (NO3), sulfato (SO4) e fosfato (PO4) foram
avaliados por cromatografia liquida, no cromatografo DIONEX-120, equipado com
detector de condutividade idnica e coluna AS4A-SC. As concentragdes utilizadas para
realizagio da curva padrio foram de 5, 20 e 50ppm para cada analito. Os

cromatogramas foram interpretados utilizando o software PEAKNET.

1 — Nome dado a solugiio através da qual se verifica a exatidio (resuliado oblido proximo ao esperado) e a precisio do equipamento.
2 — Ou ps (%6). onde ps = 100 x A/'T (A= concentragdo obtida na analise e, T= concentrag¢io sperada).
3 - Limite de qualidade total ou a % da exatidie da andlise apds a2 média das amostras (p) ¢ o desvie padrio (Sp) utilizando os

cileulos: p~28p ¢ p + 2Sp.
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CAPITULO 1V

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacio do Material do Aqiiifero

O teor de carbono organico total apresentado pelo solo foi de 1,40% (analise

realizada pela CIDASC, segundo o método Wakey Black).

A agua subterranea exibiu as seguintes caracteristicas:

Parametros Valores
Turbidez 9.54 NTU
Temperatura 252°C
Potencial Redox 66 mV
Alcalinidade 14,52 mg CaCO,/L
Acidez 49,60 mg CaCOs/L
Ferro (II) nd
OD 4,40 mg/L
pH 3,50
Nitrato 0,03 mg/L
Nitrito nd
Fosfato nd
Sulfato 0,96 mg/L
Cloreto 12,12 mg/L
Fluorcto 0.12 mg/L

nd - nfo dctcctado



4.2. Biodegradacio de BTX na auséncia de etanol

Os resultados experimentais obtidos na auséncia de etanol, mas com a presenga
de 4,32mg/L de benzeno(B), 5,09mg/L de tolueno(T) e 6,06mg/L de o-xileno(X),
avaliados em experimento de substratos mistos, estdo apresentados (com seus
respectivos controles) na figura 11. Pode-se observar que os compostos BTX foram
completamente degradados em aproximadamente 66 dias. Os compostos B e T foram
mineralizados preferencialmente que o X. Segundo EVANS et al. (1991), alguns
compostos quimicos especificos podem freqientemente ser biodegradados mais
rapidamente que outros, devido a afinidade existente entre os microorganismos do meio
e o substrato, incluindo-se os BTX. A degradagio preferencial do B e T, em detrimento
de X, também foi obtida por SANTOS (1996), tanto em testes com os substratos
separados quanto em testes com substratos mistos. Experimentos realizados por
HUTCHINS (1991), com bactérias do tipo T1 capazes de mineralizar o tolueno,
conseguiram degradar o o-xileno somente quando os compostos T e X estavam juntos,
mas ndo quando encontravam-se separados. Uma possivel explicagdo para este fato, € a
presenca do processo de inducdo enzimatica, que é a biodegradagio parcial de
substratos, envolvendo consorcio de microorganismos. Bateladas de microcosmos que
sdo sacrificados para cada analise, geralmente oferecem maior poder de interpretagdo
dos resultados, que os microcosmos em colunas ou bateladas que sdo coletadas
repetidamente (WEIDEMEIER et al., 1995).

A degradacdo dos compostos BTX, na auséncia de etanol, foi obtida sem a
presenga de uma “fase lag” aparente, isto é, sem que tenha ocorrido uma fase de
adaptacio inicial, indicando, assim, a possibilidade de existir afinidade enzimatica entre
estes compostos e as enzimas derivadas das populag3es existentes.

Nio foi observada, durante o tempo de experimentagio, a presenga de nitritos €

fosfatos (Apéndice B).
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Figura 12 - Valores da concentragdo de Nitrato obtidos nos experimentos em
microcosmos, nos trés tratamentos (T1-BTX sem etanol; T2-BTX com etanol;

e, T3-controle).

Os valores da concentragdo do sulfato estdo plotados na figura 13. Observa-se
que houve uma diminui¢do na concentragdo do sulfato no tratamento em que o etanol
foi adicionado (T2), enquanto que no tratamento que ndo foi, a concentragdo manteve-se
constante. Importante atentar ao fato de que a presen¢a de sulfato no tratamento 3
(controle) foi alta na ultima analise (dia 134), provavelmente o fato deu-se por algum
erro no procedimento analitico, haja vista que nas coletas anteriores os valores eram
bem baixos.

Condutividade, € o valor que representa a propriedade de conduzir a corrente
elétrica, apresentada por um sistema aquoso contendo ions. Ela varia com a
concentragdo total de substincias ionizadas dissolvidas na agua, com a temperatura e
mobilidade dos ions, com a valéncia dos ions e, com a concentragio real e relativa de
cada ion (CETESB, 1978). Os altos valores de condutividade no tratamento 3 (controle)

deve-se, possivelmente, a alta concentragdo de ions nitrato na solu¢do por causa da

adi¢do de azida sddica na solugéo.
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Figura 13 - Valores da concentragio de Sulfato obtidos nos experimentos em

microcosmos, nos trés tratamentos (T1-BTX sem etanol; T2-BTX com etanol; e, T3-

controle).

Os valores de potencial redox obtidos (Figura 14) ndo representam os valores
esperados, isto €, constata-se, com base nos indicadores de degradagdo avaliados, que a
respiracdo. aerdbia, a redugdo de ferro e sulfato ocorreram e para isto, os valores de E/ .
deveriam ser negativos (ver tabela 2), o que nio foi verificado. O método empregado
para a quantificagio do EA expunha o material dos microcosmos ao ar, o que,
possivelmente, alterou os valores reais.

A temperatura, fator que interfere na solubilidade do oxigénio e que pode alterar
as reagOes metabdlicas, ndo variou muito, os valores ficaram entre 25 = 1°C {Apéndice
B).

O pH nio teve muitas mudangas de seus valores, que ficaram entre 4,35 e 4,55
(Figura 15). Por causa da constatagio de baixos valores de pH, ndo foi realizada a

analise de alcalinidade.
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4.3. Biodegradacio dos BTX na presenca do Etanol

Os resultados obtidos nos experimentos de substratos mistos de BTX e Etanol,
nas seguintes concentragdes: 6,45; 6,06; 6,57; e, 387mg/L, respectivamente, t‘:StﬁQ
descritos na figura 16.

Nota-se que, com a presenga do etanol, houve retardamento do tempo de
mineralizagio dos BTX, em pelo menos 30 dias, ja que nos testes que ndo levaram
etanol, eles ndo foram detectados a partir da 4 coleta (dia 102). Observa-se também,
que a ordem de preferéncia na degradag¢do ndo foi a mesma verificada nos testes com
auséncia de etanol; houve uma predilegdo pelos substratos T e X em detrimento do
benzeno, que persistiu até o 165° dia, com a concentra¢do de 0.01mg/L. Percebe-se que,
ao contrario do que foi observado no experimento sem etanol, houve uma fase de
adaptacdo dos microorganismos, para a degradagdo dos compostos BTX, de
aproximadamente 66 dias; periodo que conhecide com o tempo em que o etanol
encontrava-se ainda em concentragges altas. Nota-se, também, que apds a diminuicdo da
concéntragio do etanol, os BTX também diminuiram de concentragdo. Isto sugere que o

etanol tem influéncia negativa na degradacdo dos BTX, principalmente do benzeno
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Figura 16 — Biodegradagio de BTX na presenca de Etanol.
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E importante salientar que, durante a abertura dos miérocosmos, que continham
etanol, para a realizagido das analises, verificou-se um cheiro muito forte e que foi
acentuando-se a medida que o tempo de experimentacdo ia transcorrendo, indicando,
possivelmente, que o ambiente anaerobio ja havia se instalado ou estava em vias de se
instalar; este fato € possivel de ocorrer, haja vista que, com a adi¢do de etanol, as
bactérias consomem muito e mais rapidamente o oxigénio presente no meio,
instaurando um ambiente andxico que tera outros acepfores finais de elétrons (por
ordem decrescente de fornecimento de energia): nitrato, ferro (III), sulfato e gas
carbonco.

Segundo dados obtidos, mostrados na figura 12, ndo foi constatada presenca de
nitrato; levando-se em conta a seqiiéncia esperada de predominéncia de aceptor final de
elétrons, acredita-se que a degradagdo dos BTX em presenca do Etanol ocorreu por
reducdo de ferro (III), fato este constatado pela avaliagdo da concentragdo de ferro (II),
mais facilmente identificado, que aumentou gradativamente no decorrer dos testes.

Observando-se a figura 17, nota-se que, a medida que a concentragdo dos BTX
diminui, a concentragdo de ferro (II) no meio aumenta, confirmando a hipotese citada

logo acima.

Concentragao (mg/L)

Dias

|
| —==—>——Benzeno =l Toiueno ——ir——o-Xiieno — e Fe (ii) i i
[ ) |

Figura 17 — Degradagdo de BTX em presenca de etanol e sua

relagdo com a producdo de Fe (1)
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Segundo LOVLEY et al. (1996), a degradagdo do benzeno, via reducdo de ferro,
so & possivel se houver a adigdo de um agente quelante, que aumente a solubilidade dos
diferentes tipos de ferro (II) presentes no meio.Porém, KAZUMI et al.(1997) obteve
degradagdo de benzeno via RF, em sedimentos do Rio Potomac, sem adi¢do de agentes
quelantes. |

BELLER et al. {1992), acredita que a redugdo de ferro (III) esta intimamente
ligada com a reducdo do sulfato e a degradagdo do tolueho. Estes pesquisadores créem
que a degradagdo do tolueno ocorre devido a sua oxidagdo a CO; por bactérias redutoras
de sulfato e que, o sulfeto resultante é responsavel pela redugéo do Fe (1) a Fe (II).

Observando-se a figura 13, constata-se que houve uma diminui¢do na
concentragdo do sulfato nos 30 primeiros dias, valor que manteve-se até¢ o final do
experimento.

Caso ndo houvesse a presenga do etanol nos microcosmos, o calculo para o
balango de massa seria de 0,21mg/L de BTX consumido para cada mg/L de Fe (II)
produzido; e, de 0,29mg/L de BTX mineralizado por mg/L de sulfato consumido
(WEIDEMEIER et al., 1995).

Apesar do processo de redugdo de ferro (IlI) ser esperado, como predominante,
somente apds o término do processo de redugdo de nitrato, ele predominou desde o
inicio dos testes;, provavelmente devido a baixa concentragdio do nitrato é a alta
concentragio de ferro (III) no solo e na agua subterrdnea, utilizados no experimento
(KENNEDY et al., 1998). LOVLEY et al. (1994) sugere usar a concentragdo de H;
{diidrogénio) para determinar qual é o aceptor de elétrons que estd dominado no
momento, porém esta pratica € pouco empregada. Evidencias sugerem que a redugdo de
Fe (II) ndo pode ocorrer sem que ela seja mediada por microorganismos (LOVLEY,
1991, CHAPELLE, 1993).

Nio foi verificado nenhum trago de nitrato (Figura 12), niirito e fosfato

{Apéndice B) nos microcosmos, em 134 dias de experimentagio.



A condutividade aumentou de 66uS para 164,33uS; como citado anteriormente,
a condutividade significa a capacidade de conduzir a corrente elétrica devida a presenga
de ions numa solu¢do, os valores obtidos indicam que houve um aumento na
concentragdo de ions na solu¢do dos microcosmos e/ou, que alguns compostos mudaram
de valéncia (como é o caso do ferro). Os valores a condutividade podem estar
relacionados com a formagio de Fe (II), através do processo de redugio de ferro, pois os
dois pardmetros aumentaram gradativamente durante os 134 dias de experimentagio

(Figura 18).
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Figura 18 — Relagdo entre condutividade e concentragdo de Fe I1.
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4.4. Taxa de Degradacao

Taxas de biodegradacdo em laboratorio se referem a taxa de remogdo dos
contaminantes durante o experimento controlado. No geral, taxas de laboratorio sdo
facilemente determinadas; porém, sua utilidade pode ser limitada por causa das
restrigdes dos estudos em microcosmos.

Biodegradagdo aerdbia e anaerdbia de BTX dissolvidos podem, freqlientemente,
serem descritas por uma relagio de 1° ordem, modeio que assume que a taxa de
biodegradagdo é proporcional a concentragio de HC dissolvidos. Este modelo reune
diversos fatores biologicos e outros mecanismos de atenuagdo num sO fator de

degradacdo completa (WEIDEMEIER et al., 1995) .
C=Coe™

A figuras 19 mostra as taxa de degradagdo obtidas para o o-xileno, nos
tratamentos com e sem etanol. Admitindo-se que a reagdo é de primeira ordem, verifica-
se que a presenca do etanol quase ndo afetou a taxa de degradac@o deste composto, pois
o valor de k foi de 0,009dia"l para o tratamento que foi adicionado etanol e de 0,016dia™
para o tratamento que ndo foi adicionado.

As figuras 20 e 21 apresentam os valores de k encontrados para o composto
tolueno, nos tratamentos com e sem etanol, considerando degradagdo de primeira
ordem. Constata-se que a presenca do etanol interfeiu na taxa de degradagdo do tolueno;
x foi de 0,057dia’ para o tratamento que ndo foi adicionado etanol e, 0,017dia" na

presenca de etanol.
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Figura 19 — Constante de degradacdo do o-xileno obtida no tratamento sem adigéo do
etanol [x (T1)] e com adigdo [k (T2)], admitindo reagdo de primeira ordem.
k(T1)- y=0,0167x e R*=0,9621
k(T2)- y=0,0088x e R*=0,9281
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Figura 20 — Constante de degradacédo do tolueno obtida no tratamento sem
adi¢do do etanol [« (T1)], admitindo reagio de primeira ordem.

"k (T1)- y=0,0513x e R*=0,9396
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Figura 21 — Constante de degradagio do tolueno obtida no tratamento com adi¢do do
etanol [x (T2)], admitindo reagdo de primeira ordem.

x (T2)- y=0,0175x e R*=0,8711

As figuras 22 e 23 trazem os valores de k para o composto benzeno, nos
tratamentos sem € com etanol, respectivamente; admitindo-se que a reagdio segue
primeira ordem. Pode-se observar que o valor de x obtido na presenga de etanol € .
metade do valor encontrado nos experimentos sem etanol: k na auséncia de etanol foi de

0,047dia" e na presenga, foi de 0,022dia™.
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Figura 22 — Constante de degradagdo do benzeno obtida no tratamento sem
adigdo de etanol [« (T1)]; admitindo reagdo de primeira ordemi.

x (T1)- y=0,047x e R*=0,8686
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Figura 23 — Constante de degradagdo do benzeno obtida no tratamento com

adigdo de etanol [« (T2)]; admitindo reag@o de primeira ordem.

k (T2)- y=0,0225x e R?=0,5663

O valor da constante de degradagio para o etanol foi de 0,0457dia" (Figura 24).
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Figura 24 — Constante de degradagio do etanol, admitindo reagdo de primeira ordem.

k (T2) - y=10,0457x e R?=0,8733
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A tabela a seguir apresenta os valores de k obtidos, em experimentos de
microcosinos, para os compostos BTX e etanol, nos tratamentos que receberam etanol e

nos que ndo foram.

Composto k (dia™)
Sem etanol Com etanol
Bernzeno 0,047 0,022
Tolueno 0,051 0.017
o-Xileno 0,016 0,010
Etanol - 0,046
Total BTX 0,114 0,049

Constata-se, portanto, que o etanol provocou uma diminui¢do na taxa de
degradacio dos compostos tolueno e benzeno, interferindo pouco no composto o-xileno.

Caso os valores de k, obtido em laboratério para o benzeno, fossem extrapolados
para estudos de campo (admitindo concentragdo inicial de 10mg/L), a degradagdo do
benzeno a concentragdes aceitaveis (0,01mg/L), demoraria 287 dias se o etanol
estivesse presente e, apenas, 172 dias na sua auséncia.

Este aumento de 60% no tempo de degradacdo do benzeno, provocado peia
presencga do etanol, pode ser um fator muito importante para a tomada de decisdo de
qual estratégia de atenuagdo natural realizar para uma descontaminagdo de uma regido
contaminada por HC de petroleo. Além do tempo necessario para a degradagdo do
composto, € importante lembrar que a presenca de algum corpo receptor (pogo
artesiano, por exemplo) proximo a regido contaminada, € uma informacdo muito
importante para a tomada desta decisdo. Pois, se ndo houver risco de contaminagdo de
fontes, ndo ha necessidade de se interferir mecanicamente na regido contaminada para
realizar a atenuagdo; porém, se houver risco, a pluma tem grandes chances de
contamina-la, devido ao efeito causado pela presenga de etanol na atenuagdo dos BTX.

Esta mesma especulagdo pode ser feita para.o composto tolueno, ja que a sua
taxa de degradagdo foi afetada pela presenca do etanol. Mesmo que a legislagdo
brasileira ndo regulamente a sua concentracdo maxima permitida, € importante lembrar

que o tolueno tem potenciais mutagénicos e carcinogénicos.
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5.1. Conclusdes

O presente estudo avaliou o potencial de atenuagdo natural, em experimentos
conduzidos em laboratorio com microcosmos, dos compostos benzeno, tolueno e xileno
(BTX) e etanol em solo proveniente da regido da Fazenda Experimental da Ressacada
(Florianopolis, SC). O experimento foi mantido durante 134 dias a temperatura
controlada a 25+1°C ; as analises ocorreram nos dias: 1,30, 66,103 e 134. Concentracdo
de BTX, etanol, ferro (II), sulfato, nitrato, nitrito e fosfato; pH; condutividade; OD;
potencial redox; e, temperatura, foram os pardmetros avaliados. As principais

conclusdes obtidas foram:

Os compostos BTX foram degradados quase por completo, tanto nos
experimentos com adi¢io de etanol quanto nos que ndo foram adicionado etanol. Porém,
nos experimentos onde o etanol ndo estava presente, a degradagdo foi mais rapida, em
torno de 66 dias para o benzeno e tolueno e 102 dias para o o-xileno; enquanto 1os

experimentos com etanol, a degradagdo de todos os BTX levou em torno de 134 dias.

Nos experimentos em que o etanol estava ausente ndo houve “fase lag” aparente, '

todos os compostos BTX comegaram a ser degradados desde os primeiros dias de -

experimenta¢do. Houve uma preferéncia pelos compostos B e T em detrimento de X,

porém, todos ja tinham sido completamente degradados apos 102 dias.

3
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Nos microcosmos com etanol, durante o periodo em que o etanol encontrava-se
em concentra¢des acima de 364,73mg/L foi observada uma “fase lag”, onde compostos
BTX estavam sendo degradados lentamente. Notou-se que, com a presenca do etanoi, a

preferéncia de degradagdo ocorreu para 0 X e T em detrimento- do B; contudo, o
benzeno estava sendo degradado também, mas numa velociadade menor. Apos a
diminui¢do da concentragdo do etanol, verificou-se que o benzeno teve sua taxa de
degrada¢do aumentada e, no final (dia 134) todos os compostos BTX estavam quase na
mesma concentragao.

O processo de atenuaciio natural ocorreu por processos aerdbios e anaerdbios, \
realizados pelos microorganismos autdctones. O processo aerobio foi verificado pela |

diminui¢do do OD nos frascos e, os anaerobios, foram constatados pelo aumento da

v.«-—w_/

concentragdo de ferro (1) e pela diminuicdo de sulfato. Observa-se que 0s processos
predominantes para a biodegradacio dos compostos BTX e etanol ocorreram via
respiragdo aerobia, reducdo de ferro e redugdo de sulfato. Portanto, os processos
anaerobios foram muito importantes para a atenuagdo natural de aqiiiferos contaminados
por hidrocarbonetos monoaromaticos de petroleo mesmo na presenga do etanol.

A constante de degradac@o de primeira ordem dos BTX em presenca de etanol
foi de 0,049 dia’ e na sua auséncia, foi de 0,114 dia’. Houve uma diminui¢io de :
aproximadamente 60% na cinética de degradagdo dos BTX na presenca do etanol, -
porém todos os BTX foram degradados. Este fato € de suma importancia ser
considerado nos momentos de tomada de decisdo de qual processo de remediagdo
adotar, pois este efeito pode prejudicar todo o sistema adotado, fazendo com que leve
mais tempo que o esperado &/ou aumente o risco de contaminagio de fontes proximas.

A diminuicdo da taxa de degradagdo dos BTX, provo’cada pela presenga do
etanol, pode ndo ser um fator agravante no sistema de atenuago, se este tempo puder
ser dado para que haja total eliminagdo dos BTX, isto €, se ndo houver fonte receptor
por perto da area contaminada e/ou se o fluxo do lengol freatico for baixo, ndo ha
necessidade de uma remediacio ativa para proceder a descontaminagdo, pois a
degradagdo apesar de mais lenta, esta ocorrendo. Por outro lado, se houver perigo de
contaminagdo de alguma fonte proxima e/ou se o fluxo do lengol freatico for alto, a
intervengdo mecanica deve ser feita, pois o etanol diminui a taxa de degradagdo dos

A

compostos BTX.
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O benzeno foi 0 composto mais afetado pela presenga do etanol; porém, quando
ele estava em baixas concentragdes, o benzeno foi degradado rapidamente. Isto é muito .
relevante dado o fato de que o benzeno tem sua concentragio maxima (0,0img/L) |
regulamentada por Lei Federal; portanto, a presenc¢a do etanol, prejudicando o inicio da
dagradacdo do benzeno, pode acarretar problemas juridicos com os o6rgdos ambientais.
A constatagdo deste efeito, pode indicar também, que compostos aromaticos policiclicos
derivados do petroleo presentes em maior concentragdo na fase aquosa pelo efeito de
cosolvéncia, possam ser afetados pela presenca do etanol.

A ndo adicdo de nutrientes nos microcosmos ndo interferiu nos processos de
degradacdo dos BTX e do etanol, isto significa que em sistemas ativos de remediacdo de
areas contaminadaé, por HC de petroleo, maior ateng@o deve ser dada ao suprimento de
aceptores finais de elétrons como o oxigénio, o nitrato, o ferro (III), e o sulfato, que irdo
suportar 0s processos aerdbios e anaerobios de biodegradagdo natural (ou /
bioaugumentag¢do), do que ao fornecimento de carbono, fésforo e nitrogénio. por
exemplo.

Sabendo que as taxas de degradagdo obtidas em laboratério sdo muito -
dependentes das caracteristicas do solo e/ou da agua subterrdnea utilizados nos testes e
que, elas podem variar de local para local num sitio, as constantes de biodegradagdo
obtidas neste experimento devem ser consideradas com muita cautela na sua projecdo
para estabelecimentos de estratégias de biorremediagdo “in situ”. As taxas de
degradagio para modelar propostas “in situ” sdo mais apropriadamente adquiridas em
estudos de campo.

A adig¢do do etanol na gasolina comercial brasileira (GCB) mostrou ser uma 4
pratica que ajuda no problema da poluigdo atmosférica e no aumento do poder dos
motores dos carros, porém, verificou-se neste estudo que o etanol interfere no tempo de
degradacdo dos compostos BTX, aumeniando-o em, aproximadamente, 60% ; mas -
apesar deste aumento, todos os compostos BTX foram degradados na presenga do’
etanol. Deste modo, torna-se importante a consideragdo desta diminuigdo da velocidade
de degradac¢3o, para a previsdo do risco da pluma atingir fontes receptoras.

No entanto, em fun¢do da baixa velocidade de migragdo das plumas, o efeito
produzido pelo etanol na biodegradacio de HC de petrdleo parece ndo ser lesiva ao
meio ambiente; portanto, a atenua¢do natural mostra-se como uma alternativa

promissora para os processos de remediagdo de aquiferos contaminados por gasolina. 4
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5.2. Recomendacdes

* Definir modelo matematico que forneca informagdes sobre a influéncia do

nNmTw.

etanol na degradagdo dos BTX;

* Avaliagdes microbiologicas do solo e da agua local; ndo s6 a quantificagdo,
mas a diversidade e as interacdes ecoldgicas envolvidas no processo de degradagao.

* Estudar, através de técmicas de biologia molecular, as caracteristicas
qualitativas das enzimas envolvidas no processo de biodegradagéo;

* Comparar os resultados da cinética em microcosmos com a cinética em escala
real; »

* Avaliar o efeito da degradagdo de hidrocarbonetos policiclicos em presenga de

’

etanol.
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Apéndice A

Tabela das condi¢des de trabalho utilizadas no
Headspace Sampler HP - 7694

Parametros Valor Parametros Valor Parametros Valor
L CO) (min.) (psi)
Oven 75 Ciclo CG 15 Pressdo de
Loop 80 Eq. Vial 3 arraste 6,1
Tr. Line 80 Pressuriz. 0,13
Loop - 0,10 Pressdo
Eq. Loop 0,10 no vial 19,9
Injecdo 0,10 ‘

Tabela das condi¢des de trabalho utilizadas no
Cromatografo Gasoso (CG) HP-5890

Parametros Valor Pardmetros |  Valor Eventos de Valor
°O) |  (min) Integracdo |  (psi)
Injet. A 250 Eq. oven 2 Area rejett. 0
Detec. A 320 Pico inicial 0,01
Oven 70/2min Lim. inicial 0
Taxa °C/min 5/min Integracio 0,2
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TABELA I — Tratamento 01. Dia 01.

Parametros Amostra 1 Amostra2-  Amostra 3 Média Desvio Padrio
. pH 5,03 4,90 4,93 4,95 0,07
Temperatura (°C) 26,30 26,80 25,5 26,20 0,66
Pot. Redox (mV) 107 120 117 114,67 6,81
Condut. (uS) 66 66 66 66 0
Benzeno (mg/L) 3,71 421 5,03 4,32 0,67
Tolueno (mg/L) 4,27 5,03 5,98 5,09 0,86
o-Xileno (mg/L) 5,17 6,03 6,97 6,06 0,90
Fe (II) (mg/L) ‘nd nd nd - -
Nitrito (mg/L) nd nd nd - -
Nitrato (mg/L) 0,03 0,02 0,04 0,03 0,01
Sulfato (mg/L) 1,60 1,60 1,62 1,61 0,01
Fosfato (mg/L) nd nd nd - -

TABELA II — Tratamento 01. Dia 30.

Parametros Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Média Desvio Padrio
pH 4,84 4,54 449 4,62 0,19
Temperatura (°C) 25,2 25,6 - 25,4 25,40 0,20
Pot. Redox (mV) 139 142 144 141,67 2,52
Condut. (uS) * * * - -
Benzeno (mg/L) 2,55 3,05 2,03 2,54 0,51
Tolueno (mg/L) 1,88 2,55 1,63 2,02 0,48
o-Xileno (mg/L) 2,93 3,77 3,03 3,24 0,46
Fe (II) (mg/L) nd nd nd - -
Nitrito (mg/L) nd nd nd - -
Nitrato {mg/L) nd nd nd - -
Sulfato (mg/L) 1,44 1,51 1,3 1,45 0,06
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TABELA III — Tratamento 01. Dia 66.

Parametros Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Média Desvio Padrao
pH 4,93 4,73 4,65 4,77 0,14
Temperatura (°C) 25,6 25,6 25,6 . 25,6 0
Pot. Redox (mV) 118 130 135 127,67 3,74
Condut. (uS) 65,8 59,6 573 60,9 4,40
Benzeno (mg/L) 0,10 0,15 0,14 0,13 0,02
Tolueno (mg/L) 0,03 - 0,09 0,05 0,06 0,03
o-Xileno (mg/L) 1,11 1,23 1,10 1,15 0,07
Fe (Il) (mg/L) nd ' nd nd - -
Nitrito {mg/L) nd nd nd - -
Nitrato (mg/L) nd nd nd - -
Sulfato (mg/L) 1,40 1,57 1,61 1,53 0,11
Fosfato (mg/L) nd nd nd - -

TABELA 1V — Tratamento 01. Dia 102.

Parimetros Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Média Desvio Padrio
pH 4.4 437 4,29 4,35 0,06
Temperatura (°C) 26,7 26,7 26,9 26,77 0,12
Pot. Redox (mV) 151 153 157 153,67 3,06
Condut. (uS) 54,9 53,5 54,5 154,30 0,72
Benzeno (mg/L) nd nd nd - -
Tolueno (mg/L) nd nd nd - -
o-Xileno (mg/L) nd nd nd - -
Fe (II) {mg/L) nd nd nd - -
Nitrito (mg/L) nd nd nd - -
Nitrato (mg/L) 0,15 0,08 0,07 0,10 0,04
Sulfato (mg/L) 1,76 1,61 1,42 1,60 0,17
Fosfato (mg/L) nd nd nd - -




TABELA V — Tratamento 01. Dia 134.
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Parimetros Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Média Desvio Padrio
pH 4,80 4,76 4,66 4,74 0,07
Temperatura (°C) 24,2 24,2 242 24,20 0
Pot. Redox (mV) 123 126 131 126,67 4,04
Condut. (uS) 64 55,20 54,30 57,83 5,36
Benzeno (mg/L) nd nd nd - -
Tolueno (mg/L) nd nd nd - -
o-Xileno (mg/L) nd nd nd - -
Fe (II) (mg/L) nd nd nd - -
Nitrito (mg/L) nd nd - nd - -
Nitrato (mg/L) 0,14 0,22 0,15 0,17 0,04
Sulfato (mg/L) 1,43 1,62 1,65 1,57 0,12
Fosfato (mg/L) nd nd nd . - -
TABELA VI — Tratamento 02. Dia 01.
Parimetros Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Meédia Desvio Padrio
pH 5,51 5,26 524 5,34 0,15
Temperatura (°C) 22,8 23,2 229 22,97 0,21
Pot. Redox (mV) 85 97 98 93,33 7,23
Condut. (uS) 66 66 66 66 0
Benzeno (mg/L) 6,33 6,48 6,55 6,45 0,11
Tolueno (mg/L) 6,02 6,06 6,10 6,06 0,04
o-Xileno {mg/L) 6,01 6,78 6,92 6,57 0,45
Etanol (mg/L) 374,40 350,58 438,00 387,66 4519
Fe (II) (mg/L) nd nd nd - -
Nitrito (mg/L) nd nd nd - -
Nitrato (mg/L) nd nd nd - -
Sulfato (mg/L) 1,53 1,44 1,44 1,47 0,05
Fosfato (mg/L) nd nd nd - -



TABELA VII — Tratamento 02. Dia 30.

[o N
[o1

Parametros Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Média Desvio Padrio
pH 4,38 4,51 4,54 4,48 0,09
Temperatura (°C) 24,6 25,1 25,4 25,03 0,4
Pot. Redox (mV) 151 143 141 145 5,29
Condut. (uS) * * * - -
Benzeno (mg/L) 7,05 8,58 8,47 8,03 0,85
Tolueno (mg/L) 7,00 7,47 6,81 7,09 0,34
o-Xileno (mg/L) 5,58 6,54 6,96 6,36 0,71
Etanol (mg/L) 428,01 531,33 498,03 485,79 52,74
Fe (II) (mg/L) nd nd nd - -
Nitrito {mg/L) nd nd nd - -
Nitrato (mg/L) nd nd nd - -
Sulfato (mg/L) 0,17 0,05 0,06 0,09 0,07
Fosfato (mg/L) nd nd nd - -
TABELA VIII — Tratamento 02. Dia 66.
Parimetros Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Média Desvio Padrao
pH 4,26 4,30 4,29 4,28 0,02
Temperatura (°C) 25,5 25,8 25,5 25,6 0,17
Pot. Redox (mV) 158 156 156 156,67 1,15
Condut. (uS) 92.4 101,1 86,2 93,23 7,48
Benzeno (mg/L) 4,93 4,23 5,56 4,91 0,66
Tolueno (mg/L) 3,16 2,75 3,71 3,21 0,48
o-Xileno (mg/L) 3,13 2,87 3,58 3,20 0,36
Etanol (mg/L) 349,81 325,65 418,72 364,73 48,29
Fe (1) (mg/L) 2,34 2,26 2,19 2,26 0,08
Nitrito (mg/L) nd nd nd - -
Nitrato (mg/L) nd nd nd - -
Sulfato (mg/L) 0,04 0,07 0,09 0,07 0,03
Fosfato (mg/L) nd nd nd - -




TABELA IX — Tratamento 02. Dia 102.
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TABELA X — Tratamento 02. Dia 134.

Parametros Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Media Desvio Padrao
pH 3,79 3,92 3.9 3,87 0,07
Temperatura (°C) 26,7 26,8 27 26,83 0,15
Pot. Redox (mV) 188 179 182 183 4,58
Condut. (uS) 96,4 114,5 107,1 106 9,1
Benzeno (mg/L) 2,95 3,40 1,43 2.59 1,03
Tolueno (mg/L) 1,48 1,61 0,92 1,34 0,37
o-Xileno (mg/L) 1,54 1,56 1,22 1,44 0,19
Etanol (mg/L) 8,91 9,99 9,69 9,53 0,56
Fe (II) (mg/L) 1,57 4,48 3,48 3,18 1,48
Nitrito (mg/L) nd nd nd - -
Nitrato (mg/L) nd nd nd - -
Sulfato (mg/L) 0,04 0,05 0,06 0,05 0,01
Fosfato {mg/L) nd nd nd - -

Parametros Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Meédia Desvio Padrio
pH 4,24 4,41 4,50 4,38 0,13
Temperatura (°C) 24,00 24,00 24,00 24,00 0
Pot. Redox (mV) 153,00 146,00 140,00 146.33 6,51
Condut. (uS) 124,80 172,00 196,20 164,33 36,31
Benzeno (mg/L) 0,05 0,05 0,07 0,06 0,01
Tolueno (mg/L) 0,31 0,41 0,32 0,36 0,05
o-Xileno (mg/L) 0,41 0,42 0,41 0,41 0,01
Fe (Il) (mg/L) 3,57 4,68 4.68 431 0,64
Nitrito (mg/L) nd nd nd - -
Nitrato (mg/L) nd nd nd - -
Sulfato (mg/L) 0,08 0,07 0,08 0,08 0,01
Fosfato (mg/L) nd nd nd - -




TABELA XI — Tratamento 03. Dia 01.

Parametros Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 . Média Desvio Padrio
pH 5,41 4,80 5,12 5,11 0,31
Temperatura (°C) 25,8 25.5 248 25,37 0,51
Pot. Redox (mV) 60 64 62 62 2
Condut. (uS) 66 66 66 66 0
Benzeno ({mg/L) 6,77 7,23 7,00 7,00 0,23
Tolueno (mg/L) 7,83 7,44 8,00 7,76 0,29
o-Xileno (mg/L) 8,05 8,37 8,32 8,25 0,17
Etanol (mg/L) 438,50 389,02 411,57 413,03 24,77
Fe (Il) (mg/L) nd nd nd - -
Nitrito (mg/L) nd nd nd - -
Nitrato {mg/L) 205,88 204,81 208,07 206,25 1,66
Sulfato (mg/L) nd nd nd - -
Fosfato (mg/L) nd nd nd - -

TABELA XII — Tratamento 03. Dia 30.

Parametros Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Média  Desvio Padrio
pH 5,38 5,39 5,41 5,39 0,02
Temperatura (°C) 25,1 25,1 25,4 252 0,17
" Pot. Redox {mV) 89 89 , 89 89 0
Condut. (uS) * * * - -
Benzeno (mg/L) 6,51 6,82 7,01 6,78 0,25
Tolueno (mg/L) 7,34 7.59 7,91 7,61 0,29
o-Xileno {mg/L) 8.01 8,09 8,59 8,23 0,31
Etanol (mg/L) 419,27 - 400,30 391,70 4037 14,11
Fe (II) (mg/L) nd nd nd - -
Nitrito (mg/L) nd nd nd - -
Nitrato (mg/L) 212,11 212,16 210,96 211,74 0,68
Sulfato (mg/L) nd nd nd - -

Fosfato (mg/L) nd nd nd - -
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TABELA XIII — Tratamento 03. Dia 66.

Parimetros Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Média Desvio Padrio
pH 5,5 5,42 5,45 . 5,46 0,04
Temperatura (°C) 25,9 25,6 25,1 25,53 0,4
Pot. Redox (mV) 83 38 86 85,67 2,52
Condut. (uS) 1544 1527 1533 1534,67 8,62
Benzeno (mg/L) 6,09 6,91 6,88 6,63 0,47
Tolueno (mg/L) 7,61 7,59 7,00 7,38 0,33
o-Xileno (mg/L) 7,90 3,04 8,50 8,15 0,31
Etanol (mg/L) 420,00 440,08 395,59 418,56 22,28
Fe (II) (mg/L) nd nd nd - -
Nitrito (mg/L) nd nd nd - -
Nitrato (mg/L) 211,80 209,82 211,66 211,09 1,10
Sulfato (mg/L) nd nd nd - -
Fosfato (mg/L) nd nd nd - -

TABELA XIV — Tratamento 03. Dia 102.

Parametros Amostra 1 Amostra 2 Ameostra 3 Média Desvio Padrio
pH 5,46 5,36 5,48 5,43 0,06
Temperatura (°C) 26,6 26,3 26,7 26,53 _ 0,21
Pot. Redox (mV) 85 92 84 87 4,36
Condut. (uS) 1442 1433 1436 1437 4,58
Benzeno (mg/L) 5,92 6,07 6,71 6,23 0,42
Tolueno (mg/L) 6,91 6,97 7,32 7,07 0,22
o-Xileno (mg/L) 7,89 8,05 8,71 8,22 0,43
Etanol (mg/L} 375,00 392,71 362,90 376,87 14,99
Fe (II} (mg/L) nd nd nd - -
Nitrito (mg/L) nd nd nd - -
Nitrato {mg/L) 205,88 211,67 216,88 211,45 5,50
Sulfatc (mg/L) nd nd nd - -

Fosfato (mg/L) nd nd nd - -




TABELA XV — Tratamento 03. Dia 134.

* - analise ndo realizada

nd - ndo detectado

Parametros Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Média Desvio Padrio
pH 5,62 5,62 5,66 5,63 0,02
Temperatura (°C) 242 242 242 24,2 0
Pot. Redox (mV) 77 77 76 76,67 0,58
Condut. (uS) 1384 1391 1432 1402,33 25,93
Benzeno (mg/L) 5,91 6,31 5,99 6,07 0,21
Tolueno (mg/L) 7,22 7,01 6,87 7,03 0,18
o-Xileno (mg/L) 7,99 8,15 8,39 8,17 0,20
Etanol (mg/L) 389,00 364,06 371,70 374,92 12,78
Fe (1) (mg/L) nd nd nd - -
Nitrito {mg/L) nd nd nd - -
Nitrato {mg/L) 310,52 310,00 312,54 311,02 1,34
Sulfato (mg/L) 4.67 6,80 5,71 5,73 1,07
Fosfato (mg/L) nd -



