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RESUMO

A contaminagdo de ambientes naturais por um unico composto ao inveés
de misturas ¢ excecdo em areas impactadas. Diante deste cenario, uma
estratégia desenvolvida pelos micro-organismos para crescer com
sucesso na natureza ¢ o crescimento com uso de multiplos substratos.
Um exemplo desta interagdo no meio ambiente é a presenca dos
hidrocarbonetos monoaromaticos do grupo BTEX e do etanol em 4guas
subterrineas impactadas por gasolina comercial. Estudos realizados em
escala laboratorial t€ém apontado que a biodegradacdo de um composto
como constituinte de uma mistura depende da sua propor¢do, contudo,
estas teorias ndo foram testadas em ambientes naturais. Assim, este
trabalho teve por objetivo avaliar in situ a interacdo de multiplos
substratos com foco na sua propor¢do em aguas subterraneas impactadas
por derramamentos da mistura de gasolina com etanol em dois
experimentos de biorremediag¢do: um sob atenuag@o natural monitorada
e outro sob bioestimulagdo com inje¢do de nitrato. Como resultado,
observou-se que a taxa de biodegradagdo do etanol e dos BTEX
dissolvidos em agua subterranea depende da fragdo de cada substrato. O
substrato com maior propor¢do ¢ biodegradado em uma taxa mais
elevada que os demais. Isso explica a biodegradacdo preferencial do
etanol, ja que ele estad presente em uma fragdo muito maior que a dos
BTEX na agua subterranea contaminada. As constantes de atenuagio
dos BTEX e do etanol, quando associadas ao modelo de decaimento de
primeira ordem, levaram a inferir que a taxa de biodegradacdo de um
substrato em um ambiente sob as mesmas condi¢des depende somente
da sua concentra¢do. Assim, substratos com maiores concentragdes sao
mais rapidamente biodegradados. Além disso, os maiores valores das
constantes de atenuagdo dos BTEX na area sob bioestimulagdo com
injecdo de nitrato, quando comparada a area sob atenuagdo natural
monitorada, mostraram que as reagdes de oxi-reducdo que predominam
na biodegradacdo de compostos orginicos determinam o qudo rapido
uma mistura vai degradar, no entanto, a relagdo de proporcionalidade
prevalece. Deste modo, o foco de agdes de remediagdo de locais
contaminados por misturas de etanol e gasolina deve ser o estimulo da
biodegradagdo do alcool para assim aumentar a fragdo e a taxa de
biodegradacdo dos demais compostos mais toxicos (como os BTEX).

Palavras-chaves: Multiplos substratos, etanol, BTEX, taxa de
biodegradagédo, proporgao.






ABSTRACT

Contamination of natural environments by single compounds instead of
mixtures is an exception. In this scenario, a strategy developed by
microorganisms to grow successfully in nature is the growth with use of
multiple substrates. An example of this interaction in the environment is
the presence of monoaromatic hydrocarbons of BTEX group and
ethanol in groundwater impacted by commercial gasoline. Studies in
laboratory scale have shown that biodegradation of a compound as a
constituent of a mixture depends on its proportion, however, this results
has not been tested in natural environments. This study aimed to
evaluate in situ the interaction of multiple substrates focusing on their
proportion in groundwater impacted by spills of gasohol in two
bioremediation experiments: one under monitored natural attenuation,
and another one under nitrate biostimulation. It was observed that the
rate of biodegradation of ethanol (and its by-products) and BTEX
dissolved in groundwater depends on the fraction of each substrate. The
substrate with the highest proportion is biodegraded at a higher rate than
the others. This explains the preferential biodegradation of ethanol since
it is present in a much higher fraction than that of BTEX in groundwater
contaminated. The attenuation constant of BTEX and ethanol in
association with the model of first-order decays led to infer that the rate
of biodegradation of a substrate in an environment under the same
conditions depends on its concentration. Therefore, substrates with
higher concentrations are faster biodegraded. Moreover, the highest
values of the attenuation constants of BTEX in the area under nitrate
biostimulation than at the area under monitored natural attenuation
showed that the oxidation-reduction reactions that dominate the
biodegradation of organic compounds determine how fast a mixture will
degrade, however, the relationship of proportionality is mantained.
Thus, the focus of cleanup action at contaminated sites by gasohol
should be the stimulation of biodegradation of ethanol in order to
increase the fraction and the rate of biodegradation of other more toxic
compounds (like BTEX).

Key-words: Multiple substrates, BTEX, ethanol, biodegradation rate,
proportion.
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GLOSSARIO

Adveccdo — Movimento unidirecional que ndo muda as caracteristicas
do contaminante. A advec¢do simplesmente move a matéria de um local
para outro no espago.

Aquifero — Estrato ou formagéo geologica que permite a circulagdo da
agua através dos seus poros ou fraturas.

Biorremediagdo — tecnologia de remediagdo de areas impactadas que
faz uso de processos bioldgicos para degradacdo de substancias nocivas,
transformando-as em compostos menos téxicos ou indcuos.

BTEX - abreviagdo usada para o grupo de hidrocarbonetos
monoaromaticos composto pelo benzeno, tolueno, etilbenzeno e os
isomeros do xileno, comumente encontrados em produtos de petroleo.

Crescimento diduxico — comportamento apresentado por micro-
organismos na presen¢a de uma mistura de dois substratos. Ha uma fase
lag inicial, seguida pelo consumo do alimento mais facilmente
assimilavel. Em seguida, ocorre uma segunda fase lag de adaptacdo ao
segundo substrato acompanhada pelo consumo do mesmo.

Degradacéo abidtica — mecanismos de transformagdo de um composto
por vias ndo bioldgicas, como fotélise e/ou hidrolise. No meio
subterrineo, compostos halogenados estdo mais sujeitos a este
mecanismo.

Difusdo — transporte de um contaminante devido ao movimento
aleatorio do meio liquido. Este processo faz com que o contaminante se
espalhe ao longo do tempo com um movimento desprezivel do seu
centro de massa.

Estado estacionario — ou também conhecido como equilibrio dindmico,
representa a situagdo de um sistema na qual um pardmetro ndo varia
com o tempo.

Fase lag — também conhecida como fase de adaptacdo ou laténcia. E o
periodo em que o micro-organismo se adapta ao ambiente em que esta
com a producdo de metabolitos essenciais para o seu desenvolvimento,



como enzimas, por exemplo. Neste periodo ndo ha multiplicacdo dos
individuos.

Fase livre — sindnimo para NAPL.
Fase néo dissolvida — sinénimo para NAPL.

Fonte — local onde ocorreu o derramamento. Fornece a contribui¢ao de
contaminag¢ao ao aquifero.

Heterotrdéficos — qualidade de seres que utilizam compostos orginicos
para obten¢do de energia e sintese celular.

LNAPL — abreviatura do inglés para light nonaqueous phase liquids
(liquido de fase ndo aquosa menos denso que a agua). Uma vez em
contato com a zona saturada, este tipo de NAPL tende a permanecer na
superficie do aquifero como uma fase flutuante imiscivel a agua.

NAPL — abreviatura do inglés para nonaqueous phase liquids (liquido
de fase ndo aquosa). E um termo rotineiramente utilizado para fase de
hidrocarbonetos que nao se dissolvem na agua subterranea.

Pluma — fase dissolvida de hidrocarbonetos.

Porosidade — umas das propriedades fisicas de um aquifero que ¢
definida pela relag@o entre o volume de vazios ¢ o volume total.

Reacéo de oxi-reducéo — reacdo em que elétrons séo transferidos de
uma molécula doadora para outra receptora. Também chamada de
reacgdo redox.

Receptor de elétrons — sio compostos que recebem os elétrons
provenientes do substrato doador de elétrons.

Relacdo sintrdfica — relagdo entre micro-organismos na qual um
depende do outro para o seu crescimento.

Sorcéo — relacdo entre a matriz do aquifero e o soluto onde compostos
organicos relativamente mais hidrofébicos se sorvem ao carbono
organico ou a minerais de argila.



Taxa de biodegradagdo — variagdo da concentragdo de um composto ao
longo do tempo devidos aos processos biologicos de degradagao.

Volatilizagdo — transferéncia de contaminantes dissolvidos da fase
aquosa para fase de vapor.

Xenobiotico — substancia quimica que ¢é estranha a um micro-organismo
ou a um sistema bioldgico.

Zona saturada — também conhecida como zona de saturagdo,
corresponde a regido do aquifero onde todos os vazios estdo totalmente
preenchidos por agua.
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1 INTRODUCAO

1.1 Contextualizagao

A contaminacdo de dguas subterraneas por compostos isolados ao
invés de misturas ¢ exce¢do em locais impactados, logo, este fato pede
maior entendimento da biodegrada¢do de combinacdes de substratos.
Muitas evidéncias estdo disponiveis e sugerem que, em ambientes com
baixa concentragdo de substratos, a estratégia basica para um uso
eficiente dos nutrientes, sobrevivéncia e desenvolvimento de micro-
organismos heterotroficos ¢ o crescimento com o uso de multiplos
substratos (EGLI, 2010; IHSSEN & EGLI, 2005; LENDEMANN &
EGLI, 1998; LENDEMANN et al, 1996). Alguns estudos
demonstraram que a maxima taxa de crescimento de micro-organismos
ocorre em culturas expostas a misturas de substratos quando comparada
a cenarios de fontes de carbono isoladas (BUCHELI-WITSCHEL et al.,
2009; LENDENMANN et al.,, 1996). Contudo, também existe a
possibilidade de que a degradagdo de um composto possa ser mais
rapida quando ele estiver disponivel sozinho do que quando for um
componente de uma mistura (PLAZA et al., 2007; BIELEFELDT &
STENSEL, 1999). Conforme o exposto, uma generalizagdo do uso de
varios substratos ¢ algo que deve ser evitado ou realizado com cautela,
ja que, conforme as condi¢cdes do meio, pode haver diferentes padrdes
de biodegradagdo, e isto é um fator que estimula maiores estudos a fim
de melhor detalhamento do tema.

Um exemplo desta interagdo de multiplos substratos ¢ o caso da
contaminacdo de 4guas subterrdneas por combustiveis. Devido a
vazamentos de tanques subterrinecos de armazenamentos de
combustiveis, oleodutos, derramamentos acidentais ¢ a disposi¢do
imprépria, os compostos organicos derivados do petréleo tém se tornado
contaminantes subterrineos que ameagam fontes de agua potavel
(HOLLIGER et al., 1997). Em locais onde estes produtos foram
langados e contribuem para a contaminag¢do da dgua subterranea, muitos
hidrocarbonetos  se  particionardo para agua, contudo, oS
monoaromaticos do grupo BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno, e os
isdmeros para, meta e orto-xilenos) sdo o foco das acdes de limpeza
devido a preocupacgdes regulatdrias e de risco. A atengdo especial dada a
este grupo de contaminantes é devido a sua relativa alta solubilidade em
agua e elevada toxicidade (BEDIENT et al., 1999). Com isto, os
hidrocarbonetos podem migrar do solo para a dgua subterranea e
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alcangar locais de abastecimento de 4gua mesmo longe de sua origem de
contaminacio.

Além dos hidrocarbonetos presentes naturalmente em
combustiveis fosseis, o etanol pode ser utilizado como aditivo
oxigenado acrescentado a gasolina a fim de melhorar o desempenho do
combustivel (WORLDWATCH INSTITUTE, 2007). Desde julho de
2007, a gasolina comercial brasileira deve apresentar obrigatoriamente
vinte e cinco por cento de alcool etilico anidro (MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2007), contudo,
em termos praticos, a porcentagem varia de 20 a 25 conforme a
disponibilidade do etanol no mercado nacional. Esta mistura de etanol
com o0s compostos monoaromdticos do grupo BTEX cria uma nova
relacdo que deve ser levada em conta em estudos de andlise de riscos
ambientais, ja que o etanol pode alterar as taxas de biodegradacdo dos
BTEX, tanto aumentando a degradagdo devido ao estimulo da biomassa,
quanto diminuindo pelo fato da exaustdo dos receptores de elétrons
disponiveis (SCHAEFER et al., 2010a; DA SILVA et al., 2005). Com a
biodegradacdo dos BTEX e principalmente do etanol, o subproduto
metabolico acetato pode ser formado (CHEN et al.,, 2008; COSTA,
2008; DA SILVA & ALVAREZ., 2004; FERNANDES, 2002), que
também atua como um substrato e interfere na biodegradacdo dos
compostos monoaromaticos (CHEN et al., 2008). Logo, compreender e
quantificar a atenuacdo dos contaminantes BTEX e etanol como
constituintes de uma mistura de substratos, levando em conta a presenca
do subproduto metabdlico acetato, ¢ valida para uma melhor descricao
de processos de remediacdo que ocorrem no ambiente subsuperficial.

Enquanto a cinética de utilizagdo de um ou dois substratos é bem
conhecida, pouco se sabe sobre como as taxas de biodegradacdo
dependem da concentragdo de varios substratos disponiveis
simultaneamente para a biomassa local, sobretudo com relacdo a
propor¢do dos substratos. Principios e conceitos sobre este assunto
podem ser desenvolvidos mais facilmente em condi¢des laboratoriais,
todavia eles devem ser testados e confirmados nos complexos ambientes
naturais que compdem um cenario real onde os micro-organismos sao
expostos a elevadas quantidades de contaminantes, como no caso de
derramamentos subsuperficiais de derivados de petroleo.

Assim, este trabalho se propde a avaliar in situ, sob a optica da
interacdo de multiplos substratos, como se d4 o comportamento da
biodegradacdo do etanol e dos hidrocarbonetos monoaromaticos do
grupo BTEX dissolvidos em agua subterrdnea devido ao derramamento
controlado de gasolina com etanol em dois experimentos: um sob
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atenuacdo natural e outro sob condi¢des de bioestimulagdo com injecdo
de nitrato. A variagdo da concentracdo do subproduto organico e
substrato acetato também ¢ considerada na avaliacdo da biodegradacao.
O estudo é baseado em duas das areas experimentais estudas pelo
Laboratério de Remediagio de Aguas Subterrineas (REMAS)
localizadas na Fazenda Experimental da Ressacada, no sul da cidade de
Florianodpolis - Santa Catarina. Os dados utilizados para este trabalho
foram obtidos previamente por Costa (2008), Nunes (2006), Fernandes
(2002) e pela continuidade do monitoramento feita pela equipe do
laboratério REMAS, configurando uma continuagdo na linha de
pesquisa do grupo cientifico que pretende entender melhor as
tecnologias de remediagcdo com base nos processos de biodegradacao.

A compreensdo da influéncia de um contaminante sobre os
demais presentes na biodegrada¢do de uma mistura de compostos em
condi¢des de campo ¢é necessaria para detalhar de modo mais verossimil
os resultados da aplicacdo de tecnologias de biorremediacdo e os
conceitos de utilizagdo de multiplos substratos muitas vezes
generalizados. Assim, os resultados advindos deste trabalho podem
fornecer informacdes uteis para o detalhamento de tecnologias de
descontaminagdo de 4areas impactadas via biodegradagdo, como
longevidade e influéncia mutua dos poluentes.

1.2 HIPOTESE

Estudos realizados em escala laboratorial apontam que a
degradacdo de um composto como constituinte de uma mistura depende
da sua propor¢do. Um estudo laboratorial realizado por Lendenmann et
al. (1996) em um reator continuo com uma mistura de aglicares mostrou
que a concentragdo em estado estacionario de um agucar efluente ao
reator foi proporcional a concentragdo afluente, ou seja, foi verificada
uma relagdo entre a taxa de biodegradagdo e a propor¢do de cada
componente na mistura. Resultado semelhante foi obtido por Bielefeldt
& Stensel (1999) com uso de culturas mistas bacterianas expostas aos
BTEX sozinhos e misturados em reator de batelada. Este padrdo de
biodegradacao foi posteriormente estudado mais profundamente com a
mistura de etanol e tolueno, e concluiu-se que maiores fracdes de um
substrato na mistura levaram a maiores taxas de biodegradacdo do
mesmo (LOVANH et al., 2002; LOVANH & ALVAREZ, 2004).

Estes resultados obtidos servem como hipdteses para este
trabalho, ja que ¢ esperado encontrar o mesmo padrido para a
biodegradagdo dos BTEX e do etanol in situ no meio aquatico
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subsuperficial, ou seja, a taxa de biodegradacdo depende da proporgao
destes substratos. No caso de um derramamento subterraneo de gasolina
comercial, o etanol, que possui uma fra¢do na dgua subterrinea muito
superior daquela dos BTEX, teria uma taxa de biodegradagdo superior a
dos hidrocarbonetos.

1.3 OBJETIVOS

Este trabalho tem por objetivo geral avaliar a cinética de
biodegradagdo de multiplos substratos em 4aguas subterrineas
impactadas por derramamentos da mistura de gasolina com etanol.

Os objetivos especificos sdo:

e Avaliar como a propor¢do dos substratos influencia nas suas
taxas de biodegradacao;

e Avaliar a relagdo entre proporcionalidade e biodegrada¢do em
processos de biorremediagdo sob atenuacdo natural
monitorada e bioestimulagdo com inje¢do de nitrato;

e Desenvolver um modelo conceitual da interagdo de multiplos
substratos em aguas subterrdneas impactadas por
derramamentos da mistura de gasolina com etanol.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS BTEX E DO ETANOL

BTEX ¢ wuma abreviacdo utilizada para o grupo de
hidrocarbonetos monoaromaticos formados pelo benzeno, tolueno,
etilbenzeno e os isdmeros para, meta e orto-xilenos, os quais sao
compostos apolares e volateis que possuem sua estrutura baseada no
anel benzénico (C¢Hg) (BEDIENT et al., 1999). A fracdo soluvel da
gasolina comum na agua do mar é composta predominantemente por
hidrocarbonetos monoaromaticos BTEX, compreendendo de 94 a 97%
do total de compostos dissolvidos (SAEED et al., 1999). No caso de
sistemas aquaticos subterraneos, a tendéncia deste valor é ser ainda
maior devido ao fendmeno de aumento da solubilidade de compostos
apolares com o decréscimo da concentracdo de sais inorgéanicos
dissolvidos (SCHWARZENBACH et al., 2003). Consequentemente,
estes compostos sdo o0s contaminantes mais comuns de serem
encontrados dissolvidos no caso de contaminacdo de agua subterranea
por combustiveis fosseis. A Tabela 2.1 expde algumas caracteristicas
quimicas dos hidrocarbonetos do grupo BTEX.

O etanol € um biocombustivel produzido a partir de aglicares ou
amidos de vegetais (tais como cana-de-acucar, beterraba, milho e trigo)
que ¢ utilizado como aditivo oxigenado acrescentado a gasolina a fim de
melhorar o seu desempenho (WORLDWATCH INSTITUTE, 2007).
No Brasil, a Portaria Federal n°143 (MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2007) fixou em
vinte e cinco por cento o percentual obrigatério de adi¢do de alcool
etilico anidro combustivel a gasolina comercial desde julho de 2007.
Contudo, conforme a disponibilidade de etanol no mercado, sua adi¢do
varia de 20 a 25%. Uma importante caracteristica do etanol que deve ser
levada em consideracdo em analises de riscos ambientais em cenarios de
derramamentos de gasolina comercial, ¢ o fato de ele aumentar a ja
relativa alta solubilidade dos hidrocarbonetos BTEX na agua
subterrdnea através do efeito da cossolvéncia (CORSEUIL &
FERNANDES, 1999; CORSEUIL et al., 2004). Algumas caracteristicas
fisico-quimicas relevantes do etanol estdo expostas a seguir (Tabela
2.1).
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Tabela 2.1 - Propriedades fisico-quimicas dos hidrocarbonetos BTEX ¢ do etanol.

. Férmula Massa  Solubilidade Gravidade  Pressio de Constante de Log Log
Composto Estrutural Molecular (mg.L™h) Especifica  vapor (atm) Henry K K
(g.mol ™) g P P (atm.m’.mol™) o o
Benzeno CeHg 78,112 1780 0.8765 1.25x10™ 2.25x10™ 2.13 1.91
Tolueno C;Hg 92,139 515 0.8669 3,75x107 2,74x10™ 2,69 2.37
Etilbenzeno CgHio 106,165 152 0.8670 1,25x107 3.58x10™ 3,13 2.73
m-xileno Cglyy 106,165 160 0.8842 1,09x10° 2,95x10 320 279
p-xileno CgHio 106,165 215 0.8611 1,15x10° 2.33x10" 3,18 277
o-xileno CgHyp 106.165 220 0.8802 1.15x107 2.28x10™ 3,1 275
Etanol C,H:O 46,068 miscivel 0,7893 7.80x107 5.00X10° -0.31  0.09

Fonte: Mackay et al. (2006a).

Notas: Valores determinados & 25°C.
A solubilidade. pressao de vapor, constante de Henry, Ky ¢ K. dos BTEX séo valores médios de experimentos realizados
sob configuracoes e condigdes diversas.
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Uma vez liberados no ambiente subsuperficial, os contaminantes
podem se volatilizar, dissolver, adsorver em particulas do solo (sor¢@o),
degradar biologicamente ou permanecer como fase pura LNAPL' (este
ultimo somente para os BTEX por serem menos densos que a agua e
poucos soluveis) (SCHNOOR, 1996). A volatilizagdo ocorre quando os
produtos quimicos evaporam, permitindo-lhes mover-se do liquido para
o ar, ¢ ¢ descrita numericamente pela pressdo de vapor, que diz respeito
a pressao exercida pelas moléculas de um composto em equilibrio com
sua fase liquida. Ja quando hé a dissolucdo, ha a formagdo das chamadas
plumas de contaminac¢do que permitem a migracdo dos contaminantes
na zona saturada do aquifero. Esta propriedade ¢ exacerbada pelo efeito
da cossolvéncia. Dos monoaromaticos, o benzeno possui a maior
solubilidade, ou seja, a maior concentracdo do soluto dissolvido quando
em equilibrio com uma solugdo aquosa, enquanto que o etanol ¢
totalmente soliivel. A Constante de Henry, que indica como se da o
particionamento de um composto entre as fases liquida e gasosa, ¢ um
indicativo do potencial de volatilizagdo e solubilidade de compostos, ja
que apresentara valores maiores para compostos volateis e pouco
soluveis, como os BTEX. Em solos com alto teor de carbono orgénico,
os poluentes podem ficar adsorvidos nas particulas e apresentar um
retardo na sua migragdo devido ao movimento mais lento que o da agua
subterrdnea. Este comportamento ¢ influenciado pelos coeficientes de
particdo carbono organico/agua K,, que expressa a relagio da
concentracdo de um composto adsorvido na matéria organica pela sua
concentracdo dissolvida na 4gua, e de particdo octanol/agua K.y, que
expressa a afinidade de um composto por materiais organicos
(SCHWARZENBACH et al., 2003). Nota-se com a observagdo da
Tabela 2.1 que os BTEX possuem uma grande tendéncia de ficarem
retidos no solo enquanto que para o etanol é esperado o oposto.
Finalmente, se o oxigénio ou outros receptores de elétrons estiverem
presentes em quantidades suficientes, os contaminantes podem se
degradar Dbiologicamente em diferentes velocidades, e este
comportamento € expresso pela taxa de biodegradacao (WIEDEMEIER
et al., 1999).

Os BTEX estdo presentes em diferentes propor¢des nos
combustiveis e alguns trabalhos caracterizaram esta composi¢cdo. A
porcentagem em massa dos compostos BTEX na gasolina comercial
brasileira (com 24% de etanol) é: 0,59% de benzeno, 3,28% de tolueno,

' Abreviatura do inglés para light nonaqueous phase liquids (liquido de fase ndo aquosa mais
leve que a agua) (BEDIENT et al., 1999)
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1,15% de etilbenzeno, 4,58% de m,p-xilenos, ¢ 1,80% de o-xileno
(FERNANDES, 1997). Ja no 6leo diesel comercial, os hidrocarbonetos
monoaromaticos totalizam 17,7% em massa e possuem uma
concentra¢do” de 0,002 g.g”' para o benzeno, 0,018 g.g” para o tolueno,
0,024 g.g' para o etilbenzeno e 0,037 g.g” para os xilenos totais
(KAIPPER, 2003), uma quantidade superior a encontrada na gasolina.
Além de combustiveis, estes compostos podem ser encontrados em
produtos como borracha sintética, plasticos, nylon, inseticidas, tintas,
resinas e lustra-moveis (MITRA & ROY, 2011).

A toxicidade dos BTEX ¢ outro fator de peso que direciona a
atengdo para este grupo de hidrocarbonetos. A exposi¢cdo aos BTEX
ocotre por injestdo de dgua contaminada, respiracdo de vapores ou por
contato dérmico e pode causar desde uma simples irritagdo da pele até
problemas no sistema nervoso central e respiratorio, isto para
baixissimas concentragdes quando comparadas aquelas que causam
efeitos deletérios pelo etanol (TOXNET, 2010).

Haja vista o risco a satde humana, a Portaria Federal do
Ministério da Saiude n° 2.914 (BRASIL, 2011) incluiu em sua lista de
padrdes de potabilidade as concentragdes maximas aceitaveis em agua
potavel para os compostos BTEX: 5 ug.L'l para o benzeno, 170 ug.L'l
para o tolueno, 200 pg.L” para o etilbenzeno e 300 pg.L"' para os
xilenos. Com um foco especifico para as &4guas subterrdneas, a
Resolugdo n° 396 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA, 2008) também regula os maiores valores presentes
toleraveis conforme o uso preponderante do manancial, com valores
para consumo humano idénticos a Portaria Federal do Ministério da
Saude n° 2.914 e outros menos restritivos conforme se altera o destino
de uso do aquifero.

2.2 ACETATO

O acetato ¢ um subproduto metabdlico da biodegradagdo
anaerobia e fermentativa® de compostos organicos, como os BTEX e
etanol (NELSON et al., 2010; CHEN et al., 2008; COSTA, 2008; DA
SILVA & ALVAREZ., 2004; FERNANDES, 2002) comumente
encontrado em ambientes subsuperficiais impactados. Assim, ele pode
se acumular em altas concentracdes em aquiferos (ALVAREZ &
HUNT, 2002) como resultado de processos de biodgradagao.

? Esta concentragdo ¢ dada em grama do composto por grama de 6leo diesel.
* Os processos de biodegradagio anaerdbios e fermentativos sdo discutidos no item 2.3.
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Em casos de derramamentos subsuperficiais por misturas de
gasolina e etanol, a quantidade de acetato gerada é proveniente
predominatemente da biodegradacdo do etanol ja que ele estd presente
em uma propor¢do maior que os compostos BTEX e atua como um
substrato preferencial (COSTA, 2008). Deste modo, altas concentragdes
de acetato sdo um indicador primeiramente da biodegradacdo do alcool e
posteriormente dos BTEX (NUNES, 2006).

Entretanto, mesmo com a completa remog¢do do etanol, ainda
podem existir doadores de elétrons (como o acetato) que competem
pelos receptores de elétrons disponiveis. Assim, o desaparecimento do
etanol ndo acaba com os provaveis impactos na biodegradacdo dos
BTEX provocados pelos subprodutos metabdlicos (CHEN et al., 2008),
devendo-se levar em consideragdo que uma efetiva remog¢do dos
monoaromaticos s6 sera observada a partir do momento em que ocorrer
o decaimento do acetato no meio.

Logo, o acetato ndo ¢ um substrato inicialmente presente no caso
de contaminac¢do de um aquifero por combustiveis, como o etanol ¢ os
BTEX, entretanto, ele ¢ um importante subproduto metabolico
intermediario e, assim, ¢ também um substrato que deve ser levado em
conta na andlise de multiplos substratos.

2.3 ASPECTOS BIOLOGICOS DA DEGRADACAO DE
COMPOSTOS ORGANICOS

Visto que processos que influenciam o destino de contaminantes
em aquiferos, como sor¢do e volatilizagdo, ndo os removem do meio
(WIEDEMEIER et al., 1999), as mudangas nas concentragdes dos
xenobidticos ligadas a biodegradagdo possuem um papel de grande
importancia em quadros de remediagdo, constituindo um dos processos
mais relevantes para remoc¢ao dos BTEX da agua subterrdnea (FISHER
et al.,, 2006, CHAPELLE, 2001). Para que essa biodegradagdo ocorra,
além da presenga do substrato, outras condi¢cdes sdo previamente
necessarias, como: presenca de um receptor de elétrons, expressdo
enzimatica e acesso microbiano ao substrato.

2.3.1 Vias de biodegradacéo

A geracdo de energia para as células pode ser executada,
dependendo do micro-organismo, por fermentacdo ou respiracdo (VON
SPERLING, 2007). Na fermentagdo, os compostos organicos sao
transformados em subprodutos na auséncia de um receptor final de
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elétrons inorganico. Tanto o doador de elétrons quanto o receptor sdo
compostos organicos (BITTON, 2005). Ja na respiracdo, é necessaria a
presenca de compostos inorganicos que possam receber os elétrons
advindos do substrato doador de elétrons, e estes sdo chamados de
receptores de elétrons. Dentre estes, os mais comuns utilizados pelos
micro-organismos nos ambientes naturais sdo: oxigénio (O;), nitrato
(NO5"), manganés (Mn™), ferro férrico (Fe™), sulfato (SO,™) e dioxido
de carbono (CO,) em ordem decrescente de transferéncias de energia,
respectivamente (CHAPELLE, 2001). A medida que o uso dos
receptores de elétrons caminha em dire¢do ao uso do CO,, o ambiente se
torna mais redutor e o valor do potencial de oxi-redu¢do (POR)" tende a
diminuir, assumindo valores negativos, enquanto que para receptores
mais oxidantes, como O, e NOj;, sdo esperados valores positivos
(EDMUNDS et al., 1984).

Os processos anaerobios’ de biodegradagio sdo de grande
relevincia na biorremediacdo de 4reas impactadas, j4 que a
disponibilidade de oxigénio é limitada em aquiferos na maioria das
vezes, tornando, assim, o meio anaerobio, como observado em alguns
estudos realizados (GOMES, 2008; FERNANDES, 2002). Nos
paragrafos seguintes, sdo descritas vias anaerobias de biodegradacao que
foram relevantes para este trabalho: desnitrificagdo, ferro-reducao,
sulfato-reducdo e metanogénese.

A partir do momento que hé deplecdo de oxigénio, o nitrato
disponivel no meio sera utilizado como receptor de elétron no processo
de biodegradagdo por ser o mais favoravel energeticamente. Sob
condigdes aerdbias, a amdnia (NH;) pode ser oxidada a nitrito (NO;), e
este posteriormente oxidado a nitrato (NO;3'), em um processo chamado
de nitrificagdo. Uma vez completa a oxidagdo do nitrogénio, o nitrato
pode ser assimilado pelos micro-organismos ou ser utilizado como
receptor de elétrons no metabolismo de varias bactérias anaerdbias
facultativas incluindo espécies do género Pseudomonas. A redugdo do
nitrato para producdo de energia através da respiracdo e liberacdo de N,
¢ conhecida como desnitrificagdo, e ocorre em varias etapas, cada uma
catalizada por diferentes micro-organismos, na seguinte ordem: NO;  —
NO, — N,O — N, (CHAPELLE, 2001).

Apbs o nitrato, o ferro férrico (Fe+3) ¢ utilizado como receptor de
elétrons até sua reducdo a ferro ferroso (Fe™). A ferro-redugdo ¢ uma

* Medida que indica a tendéncia de elétrons serem transferidos do doador para o receptor
(LEHNINGER et al., 1993).
* Processos que ocorrem na auséncia de oxigénio (O,) (CHAPELLE, 2001).
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importante via de biodegradagdo em ambientes aquaticos subsuperficiais
ja que o Fe™ & facil de ser encontrado nesse meio (CHAPELLE, 2001).
Contudo, este processo ¢ dificil de ser quantificado ja que o Fe™ ¢
solivel somente como certas espécies complexadas. Além disso, o Fe™
pode ser removido da adgua por se precipitar como sulfeto férrico através
da reacdo com o H,S proveniente da sulfato-redu¢do (SIMON et al.,
2002).

Na sultato-redugdo, ap6s o esgotamento no nitrato e do ferro, o
sulfato atua como receptor de elétrons na oxidagdo de varios compostos
organicos, em uma reagao onde sulfato (SO4'2) ¢ reduzido a sulfeto (S'z)
(CHAPELLE, 2001). As bactérias redutoras do sulfato (BRS) ou
sulforedutoras sdo os micro-organismos que atuam neste processo € sao
conhecidas pela sua grande versatilidade (RITTMANN & MCCARTY,
2001).

A formagédo bioldgica de metano (CHy) € o processo terminal da
degradacdo de contaminantes em ambientes aquaticos quando o
oxigénio, nitrato, ferro e sulfato forem exauridos como receptores de
elétrons (ZENGLER et al., 1999). A metanogénese ¢ uma das vias de
respiragdo mais importantes encontradas em ambientes anaerdbios
subsuperficiais (CHAPELLE, 2001) e ocorre em etapas sequenciais,
com a presenca de, no minimo, trés grupos fisiologicos de micro-
organismos: bactérias fermentativas ou acidogénicas; bactérias
sintroficas ou acetogénicas; e arqueas metanogénicas
(CHERNICHARO, 1997).

2.3.2  Expressdo enzimatica

Para sobreviver e competir com sucesso na natureza, a maioria
dos micro-organismos ¢ capaz de superar muitos dos desafios
ambientais aos quais sdo expostos, como o contato com uma alta carga
de compostos orgénicos, ajustando sua composicao celular de modo que
essa mudanca também afeta o crescimento e/ou as propriedades
cinéticas exibidas pela célula (SINGH et al., 2009; KALISKY et al.,
2007; KOVAROVA-KOVAR & EGLI, 1998). Ha diferencas nos
processos que ocorrem durante o crescimento microbiano em variadas
concentracdes de substrato, como nos casos de: baixa disponibilidade;
crescimento controlado pelo fornecimento de alimento; e crescimento
com excesso de substrato (KOVAROVA-KOVAR & EGLI, 1998).
Assim, as propriedades cinéticas exibidas por uma célula microbiana na
degradacdo de substratos sdo ligadas ao nivel de expressdo das enzimas
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envolvidas na catalise’® da via metabélica (LENDENMANN et al., 1996;
EGLI, 2010). Trés diferentes estratégias de regulagdo enzimatica podem
ser postuladas conforme a concentragio de substratos (KOVAROVA-
KOVAR & EGLI, 1998):

1) Nivel fixo de enzimas: a concentragdo de enzimas na célula
ndo ¢ afetada pela alteracdo na concentrag@o de substratos na mistura;

2) Nivel regulado de enzimas: a concentragdo de enzimas em uma
via catabolica ¢é sujeita a regulagdo devido a variagdo de um
determinado substrato (REARDON et al., 2002; KIM & JAFFE, 2007);

3) Valor limite para indugdo enzimatica: em baixas concentragdes
de substrato, as células ndo expressam as enzimas utilizadas para a
degradacdo pois uma concentracdo minima € necessaria ser alcancada
para que a indugdo enzimdtica ocorra (RUEGG et al., 2007;
COZZARELI et al., 2010).

2.3.3 Biodisponibilidade

Em situacdes onde hé substratos e receptores de elétrons em
quantidades suficientes e micro-organismos para biodegradacdo, pode
ndo haver a indugdo enzimatica devido a dificuldade de acesso ao
alimento pela biomassa. A atividade bioldgica em si limita o processo
de biorremediagdo somente em poucos casos. Na maioria das vezes, a
transferéncia de massa impede o completo proveito do potencial de
degradacdo microbiologica devido a baixa biodisponibilidade de um
substrato. Uma reduzida biodisponibilidade faz com que bactérias vivam
"famintas" mesmo em altas concentracdes de poluentes, dificultando,
assim, tanto a evolucdo da degradagdo quanto a construgdo e
manuten¢do da biomassa catabolicamente ativa (BOSMA et al., 1997).
Baseado nisto, o crescimento dos micro-organismos sera favorecido nas
zonas perto da contaminagdo, onde o fluxo de substrato ¢ suficiente para
manter os requisitos nutricionais (HARMS & BOSMA, 1997).

24 BIODEGRADACAO DE MULTIPLOS SUBSTRATOS
ORGANICOS

O entendimento e aplicagdo do conceito de crescimento
microbiano em substratos multiplos contribuem para um melhor

® Mecanismo de agdo enzimatica que fornece um caminho alternativo para que a reagio ocorra
onde a energia dispensada é menor que para a reagdo ndo catalisada (HARVEY & FERRIER,
2011).
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controle do desempenho da biomassa local sob condigdes ambientais
(EGLI & ZINN, 2003). Na natureza, os micro-organismos nao so
somente confrontados com misturas de varias fontes de carbono, mas
também, com uma constante mudanga no ambiente onde estdo, logo,
dificilmente eles encontrardo condigdes de estado estaciondrio. Sob
estas condicdes, ndo seria esperado um crescimento significativo se as
células utilizassem somente uma fonte de carbono disponivel. Na
realidade, hd muito mais evidéncias de que as células utilizam varios
compostos de carbono simultaneamente e que as misturas controlam o
crescimento, € nao somente um unico substrato (LENDENMANN et al.,
1996). O uso simultaneo de diferentes substratos ¢ uma estratégia de
sobrevivéncia em que micro-organismos metabolizam dezenas de
compostos organicos ao mesmo tempo equipando a célula com uma
vantagem cinética ¢ flexibilidade metabolica, além de permitir um
rapido crescimento em minimas concentragdes de cada alimento (EGLI,
2010). Esta estratégia de vida também pode ser uma maneira dos micro-
organismos lidarem com a baixa disponibilidade de substratos
(SEMPLE et al, 2007). A maioria dos trabalhos disponiveis na
literatura cujo foco ¢ o estudo do comportamento da biodegradacdo de
misturas sdo realizados em concentragdes baixas de substratos e em
condi¢des laboratoriais (diferentemente do que ocorre em um
derramamento subterraneo), como serd abordado a seguir.

A fim de avaliar o uso simultineo de varias fontes de carbono,
Lendenmann et al. (1996) realizaram um experimento em reator
continuo com Escherichia coli alimentado com misturas de seis
acucares. Independente da composi¢do da mistura e da taxa de diluigao
usada, E. coli consumiu todos os agucares simultaneamente ¢ de maneira
mais efetiva que quando comparado com o crescimento em um Unico
acucar. Com os dados deste estudo, Lendenmann & Egli (1998)
desenvolveram um modelo que descreveu de modo razoavel a taxa de
crescimento microbiano como fungdo das concentragdes individuais de
diversas fontes de carbono (agucares) utilizadas simultaneamente
(detalhado em 2.6.5). O mesmo padrdo de biodegradacdo foi observado
com clorofenéis (SALMERON-ALCOCER et al. 2007) em que 0 uso
simultdneo de varias fontes de carbono resultou em uma menor
concentracao de todos substratos. Entretanto, outros estudos que fizeram
uso de culturas bacterianas mistas (BIELEFELDT & STENSEL, 1999)
e puras (PLAZA et al., 2007) na presenga simultanea e separada dos
BTEX, mostraram que os micro-organismos degradaram cada composto
mais rapidamente quando ele estava disponivel sozinho do que quando
era um componente de uma mistura. Com base no exposto, deve ser



38

tomado cuidado quando se generalizar conceitos sobre interagdes de
substratos em misturas de poluentes (DEEB & ALAVERZ-COHEN,
2000), de modo que cada caso apresenta condi¢des especificas que
alteram o padrao de biodegradag¢do de uma mistura tanto positiva quanto
negativamente.

Em um ambiente onde varios substratos estdo disponiveis para
uso dos micro-organismos, muitas vezes pode ser observado o
crescimento diduxico, na qual o consumo de um substrato so6 ¢
observado a partir do momento em que outro mais facilmente
biodegradavel se esgote (SRIVASTAVA & SRIVASTAVA, 2003;
RUEGG et al., 2007; LAWRENCE et al., 2009). Experimentos com uso
de reatores batelada com altas concentragdes de substrato (como no caso
de derramamentos subsuperficiais) reportaram que o excesso de
succinato inibiu o consumo de benzeno resultando em crescimento
diduxico, enquanto que em um reator continuo com concentragdes
baixas, ambos os substratos foram utilizados ao mesmo tempo
(BUCHELI-WITSCHEL et al., 2009; RUEGG et al., 2007) . Em reator
continuo, maiores propor¢des de succinato, um substrato mais
facilmente biodegradado, teve um efeito positivo na biodegradacdo do
benzeno (BUCHELI-WITSCHEL et al., 2009). Logo, a presenca de
outro substrato mais facilmente assimilavel pode ser util para que haja a
biodegradacdo de um composto considerado recalcitrante, como o
benzeno (SCHAEFER et al. 2010a; DOU et al, 2008a;
CHAKRABORTY et al., 2005; DEEB & ALAVAREZ-COHEN, 2000).

O entendimento da cinética de crescimento com multiplos
substratos obtido por Lendenmann & Egli (1998) fornece uma
explicacdo sobre o porqué dos micro-organismos utilizarem uma
mistura de substratos simultaneamente em baixas concentragdes e
sequencialmente em altas concentracdes. Em baixas concentragdes, o
uso da mistura permite um crescimento mais rapido enquanto que em
altas concentragdes, os micro-organismos preferem utilizar o substrato
que garanta a maior taxa de crescimento. Isto permite o ser ter sucesso
em ambientes naturais onde a composicdo e a concentracdo de
substratos de carbono disponiveis podem mudar rapidamente, como o
ambiente subterraneo contaminado. Este mesmo padrdo de
biodegradacdo foi obtido em experimentos para avaliar a biodegradagdo
simultanea dos BTEX no solo e na agua fornecidos em uma ampla faixa
de concentragoes (DOU et al., 2008a; DOU et al., 2008b).

A conformagao da biomassa presente para atuar na degradagdo de
uma miscelanea de compostos também influi na eficiéncia do processo.
Uma mistura de culturas ¢ capaz de degradar uma mistura de substratos
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mais rapido que culturas isoladas (MORLETT-CHAVEZ et al., 2010;
DEEB & ALVAREZ-COHEN, 2000; REARDON et al., 2002;
SALMERON-ALCOCER et al. 2007). Este comportamento é possivel
pois as populagdes bacterianas em consércio que competem pelos
mesmos alimentos podem estabelecer relagdes sintroficas, as quais
ajudam a protegé-las contra condi¢cdes adversas do meio em que se
encontram (MORLETT-CHAVEZ et al.,, 2010). Outra caracteristica
interessante presente em uso de multiplos substratos é que a degradagéo
de um componente de uma mistura pode ser inibida ou ndo comecar até
que a(s) concentragdo(des) de outro(s) caia(m) para um nivel
suficientemente baixo (DEEB & ALAVAREZ-COHEN, 2000;
REARDON et al, 2002; DA SILVA & ALVAREZ, 2004;
COZZARELI et al., 2010).

2.4.1 Influéncia da proporcao

Alguns estudos disponiveis na literatura realizados em escala
laboratorial apontam que a degradagdo de um composto como
constituinte de uma mistura ¢ dependente da sua propor¢do. Com uso de
um reator continuo alimentado com uma mistura de agucares em
diferentes propor¢des, Lendenmann et al. (1996) observaram que a
concentracdo de saida em estado estacionario de cada agucar foi
proporcional a sua contribui¢do para a concentracdo total de substrato
afluente. Em reator em batelada, Bielefeldt e Stensel (1999) fizeram uso
dos compostos BTEX misturados e concluiram que maiores taxas de
degradacdo foram observadas para os hidrocarbonetos que tinham maior
participacdo na mistura. Deste modo, a taxa de degradagdo de um
substrato dependeu da sua propor¢do. Este padrio de biodegradagio
também foi encontrado para misturas de tolueno e etanol em diferentes
fragdes, que mesmo pertencentes a fungdes orgénicas diferentes
(hidrocarboneto e alcool, respectivamente), maiores propor¢des do
hidrocarboneto monoaromatico resultaram em seu maior fluxo
metabolico (taxa de degradacdo por célula) (LOVANH & ALVAREZ,
2002). Para explicar tal comportamento, Lovanh & Alvarez (2004)
introduziram o termo dilui¢do do fluxo metabdlico, que descreve que a
taxa de utilizacdo de um substrato diminui devido ao metabolismo de
outro que estd em maior propor¢do. Este tipo de interagdo de substratos
tem um grande peso na elongagdo de plumas de contamina¢do (GOMEZ
et al.,, 2008). Assim, o aumento da disponibilidade de substratos
alternativos diminui a probabilidade de um micro-organismo entrar em
contato e assimilar um poluente alvo.
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O conhecimento de como ¢ o comportamento da biodegradagéo
de misturas ¢ de grande valia para o estudo da velocidade de degradagéo
e, assim, predizer a persisténcia de contaminantes. Logo, avaliar a taxa
de biodegradagdo de contaminantes subterraneos, como os BTEX e o
etanol, sob a Optica das inter-relagdes entre substratos focando nas
propor¢des € razoavel ja que pode fornecer informagdes Uteis para
tecnologias de biorremediagdo, como longevidade e influéncia mutua
dos contaminantes.

2.5 MECANISMOS DE INTERACAO ENTRE SUBSTRATOS

O desenvolvimento de estratégias de tratamento para
descontaminagdo de solo e/ou agua requer a consideracdo das interacdes
entre substratos para controlar a concentragdo de poluentes individuais a
fim de satisfazer padrdes regulatorios (OKPOKWASILI & NWEKE,
2005). A literatura mostra que a biodegradagcdo de um componente pode
ser alterada positiva ou negativamente por outros componentes em uma
mistura, logo, diferentes condigdes podem ser necessarias para degradar
diferentes compostos. Nos itens subsequentes, sdo apresentados os
principais mecanismos de interagdo entre substratos geralmente
observados em trabalhos cujo foco foi avaliar o comportamento da
biodegradagdo de multiplas fontes de energia e carbono.

251 Assimilacédo

Os processos quimicos que acontecem nas células constituem o
metabolismo, e esse pode ser divido em dois outros grandes processos
que governam a vida: dissimilagdo ou catabolismo, que engloba as
reacdes de producdo de energia com degradacdo do substrato; e
assimilagdo ou anabolismo, que agrega reagdes que levam ao
crescimento utilizando a energia liberada na dissimilagdo (VON
SPERLING, 2007). Logo, percebe-se que a assimilacdo constitui a via
basica do aproveitamento de um substrato por um micro-organismo para
que o mesmo possa crescer. Entretanto, na presenga de varias fontes de
alimento, algumas dessas opg¢Oes disponiveis ndo sdo diretamente
aproveitadas pelos microbios e atuam como coadjuvantes na
biodegradagdo de outros compostos, como sera visto no item seguinte.
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2.5.2 Cometabolismo

O cometabolismo ocorre quando um micro-organismo que cresce
em determinado substrato transforma uma outra fonte de alimento sem
que esta seja assimilada pelo mesmo. Como um exemplo, quando
Mycobacterium vaccae cresce em propano, ela pode simultaneamente
oxidar ciclohexano em ciclohexanal sem que haja assimilagdo pelo
organismo (SRISVATAVA & SRISVATAVA, 2003). No
cometabolismo ndo ha beneficio para a célula que realiza a reagdo de
biodegradagao (SINGH et al., 2009).

Este tipo de iteracdo entre substratos ¢ muito comum de ser
observado em trabalhos que avaliaram a influéncia mutua de diversas
fontes de alimentos em processos de biodegradagdo. Usando misturas de
fenois como fontes de carbono e energia, o consdrcio microbiano
utilizado  por  Salmeron-Alcocer et al. (2007) degradou
cometabolicamente os mono, di e triclorofendis fornecidos. A
degradacdo microbiana cometabdlica foi atribuida pelos autores de ser a
principal via de remocdo dos substratos. O mesmo tipo de
comportamento cometabdlico foi observado em experimentos com
misturas dos BTEX em solo (DOU et al., 2008b) e em meio liquido
(LITTLEJOHNS & DAUGULIS, 2007). Prenafeta-Boldu et al. (2002)
em um estudo que avaliou o crescimento fingico em uma solugdo que
continha a fragcdo soluvel da gasolina, incluindo todos os compostos
BTEX, concluiu que, dentre outros, o cometabolismo foi um importante
processo de interagdo dos substratos, ja que somente os alquilbenzenos
foram metabolizados. O tolueno e o etilbenzeno serviram como fonte de
energia ¢ de carbono para o fungo enquanto que os xilenos foram
cometabolizados. O cometabolismo também ¢ uma das hipoteses
sugeridas para o aumento da biodegradabilidade das misturas de
biodiesel com combustiveis fésseis quando comparadas com o
combustivel derivado do petroleo isolado (PASQUALINO et al., 2006).

2.5.3 Inibicao enzimatica

Um inibidor é uma substancia que interfere nos mecanismos de
acdo de enzimas e diminui a velocidade da reagdo. Ha dois tipos de
inibidores que podem afetar uma reacdo enzimatica de diferentes
maneiras. O inibidor reversivel pode se ligar a enzima e ser
subsequentemente liberado sem altera¢ao na conformagao enzimatica de
modo a manté-la com a sua condi¢do original. J& um inibidor

irreversivel reage com a enzima dando origem a uma proteina que é
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enzimaticamente inativa e ndo pode ser regenerada (CAMPBELL &
FARRELL, 2007).

Trés grandes modos gerais de ag@o de inibidores reversiveis
podem ser diferenciados com base na maneira que se associam a enzima
e sdo comuns de serem encontrados em trabalhos que avaliam a
degradacdo de multiplos substratos (MIKKELNSEN & CORTON,
2004). A primeira classe consiste de inibidores cuja composi¢ao € muito
semelhante com a do substrato de modo que o inibidor compete com o
substrato pelo sitio ativo’ da enzima, cendrio que caracteriza a inibi¢do
competitiva. Neste caso, o inibidor se liga ao sitio ativo da enzima e
impede o acesso do substrato. Este tipo de inibi¢do foi sugerido como
explicacdo para as diferentes taxas de biodegradagdo obtidas para os
BTEX misturados ¢ isolados em diversos estudos realizados (PLAZA et
al., 2007; PRENAFETA-BOLDU et al., 2002; DEEB & ALVAREZ-
COHEN, 2000; BIELEFELDT & STENSEL, 1999), fato que traz a
possibilidade de este ser um modo de inibi¢do padrdo para compostos
monoaromaticos. A reacdo abaixo exemplifica o modo da inibigdo
competitiva onde a enzima (E) pode interagir com o substrato (S)
resultando no complexo enzima-substrato (E-S) e posteriormente
gerando o produto final (P), ou entdo se ligar com o inibidor (I) e dar
origem ao complexo enzima-inibidor (E-I):

E+Sg&* E-S—E+P
E-l<«— 1

Figura 2.1 - Reacdo que exemplifica o modo de inibigdo competitiva. E é a
enzima, S ¢ o substrato, E-S ¢ o complexo enzima-substrato, | ¢ o inibidore P ¢é
o produto final.

A outra classe ¢ formada por inibidores que se ligam em outro
local da enzima que ndo o sitio ativo e causam mudancas na
conformacdo da enzima. O substrato ainda ¢ capaz de se ligar ao sitio
ativo (formando o complexo enzima-inibidor-substrato (E-I1-S)), contudo
a enzima ndo pode realizar a catdlise da reagdo enquanto o inibidor
estiver acoplado. Este modo de acdo é chamado de inibi¢do ndo
competitiva. Lin et al. (2007) atribuiram a inibi¢do ndo competitiva a

" Regido da superficie enzimética onde o substrato se liga e cataliticamente ¢ transformado.
Também é conhecido como sitio catalitico (LEHNINGER et al., 1993).
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inibicdo da degradagdo do MTBE (abreviatura do inglés para methy!
tert-butyl ether) na presenca dos BTEX. A reagdo para este modo de
atuacdo enzimatica ¢ esquematizada a seguir:

E+Se> E-S—»E+P
+ +

I I

N

E-1+S < E-I-S
Figura 2.2 - Reagdo que exemplifica 0 modo de inibigdo ndo competitiva. E é a

enzima, S ¢ o substrato, E-S ¢ o complexo enzima-substrato, | ¢ o inibidor, E-I-
S ¢ o complexo enzima-inibidor-substrato e P ¢ o produto final.

A terceira classe de inibi¢do enzimatica consiste na inibicdo
incompetitiva ou acompetitiva, na qual o inibidor s6 consegue se ligar
ao complexo enzima-substrato. Logo, ¢ necessario adesdo do substrato
ao sitio ativo da enzima para que o inibidor possa agir. Este tipo de
inibicdo ¢ mais raro e relacionado a certas enzimas que agem em
multiplos substratos (BUXBAUM, 2007).

E+Se=> E-S —»E+P
+

I

i

E-I-S
Figura 2.3 - Reacdo que exemplifica o modo de inibi¢ao incompetitiva. E ¢ a
enzima, S é o substrato, E-S ¢ o complexo enzima-substrato, | € o inibidor, E-1-
S ¢ o complexo enzima-inibidor-substrato ¢ P é o produto final.

2.6 MODELOS CINETICOS DE BIODEGRADACAO

Um passo necessario na avaliagdo do potencial de biorremediacdo
em campo ¢ a construgdo de um modelo matematico que descreva o
transporte e a biodegradagdo dos compostos de uma pluma de
contaminantes. Uma estimativa correta do tempo esperado para
atenuacao natural ou acelerada de compostos de uma pluma depende do
conhecimento do comportamento da biodegradagdo. Diversas
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expressdes sdo disponiveis para descrever a taxa de biodegradagdo e
outros parametros cinéticos, dentre os quais, os mais relevantes sdo
expostos nos itens subsequentes.

2.6.1 Modelo cinético de Monod

E uma das expressdes mais utilizadas para simular o decaimento
da concentracdo de um poluente em agua subterrdnea apresentada por
Monod em 1942 (WIEDEMEIER et al., 1999):

Cc
u= .umdxm 2.1

A variavel u representa a taxa de crescimento (T'l); Umax € @ taxa
de crescimento maximo (T'l); C ¢ a concentracdo do substrato limitante
(mg.L"); e K, é a constante de meia-saturagio, que ¢ o valor da
concentracdo do substrato na qual x4 ¢é igual a metade de 5. No
modelo, o aumento da concentragdo de substrato faz com que a
populag@o microbiana cresca até que uma taxa maxima de crescimento
seja alcancada (ARONSON & HOWARD, 1997).

2.6.2 Modelo de decaimento de ordem zero

No modelo cinético de decaimento de ordem zero, a degradagio
do substrato ndo altera a taxa de biodegradacdo, ou seja, ¢ independente
da concentracdo. A taxa de degradacdo ¢ linear e representada
matematicamente por (ARONSON & HOWARD, 1997):

C=C,—kt (2.2)

Onde C ¢ a concentragdo do componente apds certo tempo de
biodegradagdo (M.L'3); C, é a concentragdo inicial; k£ é a taxa de
decaimento do composto (M.L>.T™); e, 7 & o tempo (T).

O modelo de decaimento de ordem zero ¢ indicado quando a
concentracdo de substrato ¢ maior que o valor da constante de meia-
saturacdo (Kjy), pois deste modo o erro devido ao uso da equacdo ¢
menor (BEKINS et al., 1998).



45

2.6.3 Modelo de decaimento de primeira ordem

Outra expressdo comumente utilizada para representar a
biodegradacdo de hidrocarbonetos dissolvidos em &agua subterrdnea
(COZZARELLI et al., 2010) envolve o uso de uma relagdo de
decaimento exponencial (WIEDEMEIER et al., 1999):

C=Cye*t (2.3)

Onde C ¢ a concentragdo do componente apos certo tempo de
biodegradacao (M.L'3); C, ¢ a concentragdo inicial; k£ ¢ a taxa de
decaimento do composto (T); e, 7 é o tempo (T). Neste caso, k tem
unidades de T™' e ¢ assumido que a taxa de degradagdo do poluente ¢
proporcional a sua concentracdo, logo, maiores concentragdes resultardo
em maiores taxas. Neste caso, ndo ¢ levado em consideragdo o
crescimento da populagdo microbiana (ARONSON & HOWARD,
1997). Além disso, para assumir um decaimento de primeira ordem em
uma modelagem, deve ser realizada uma verificagdo da validade da
equagdo, a qual ¢ apropriada para valores de concentragdes que sejam
muito menores que Kj, ja que quando C << K; o erro ¢ menor (BEKINS
et al, 1998).

As taxas de degradacdo de primeira ordem sdo frequentemente
expressas com relagio ao tempo de meia-vida (7,,,)° do composto:

tn =22 (2.4)

A biodegradagdo de poluentes em solos e dgua subterrdnea ¢
frequentemente modelada utilizando o modelo de decaimento de
primeira ordem (SUAREZ & RIFAI, 2002; SUAREZ & RIFAI, 2004;
MALETIC et al,. 2009; BLUM et al., 2009, COZZARELLI et al.,
2010).

2.6.4 Modelo cinético para multiplos substratos de Lendenmann
et al. (1996)

Ja que frequentemente os substratos organicos sdo utilizados ao
mesmo tempo, como descrito no item 2.4, diversos compostos juntos, e

8 A meia-vida de uma reagio é o tempo necessério para que a concentragio caia i metade de
seu valor inicial (CHAPRA, 2008).
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ndo somente um Unico, irdo controlar a taxa de biodegradagdo. Com
base nisto, expressdes matematicas que consideram a presenca de varios
substratos vém sendo desenvolvidas. A partir de dados obtidos de um
experimento em um reator continuo com crescimento de £. Coli em uma
mistura de glicose com galactose, Lendenmann et al. (1996) expandiram
uma equacdo matematica desenvolvida para obter concentracdes de dois
substratos para a situagdo de crescimento de micro-organismos em
varias fontes de carbono:

Si = 5100%,1‘-;_;], = 5100%,1‘-2%:]_ (2.5)

Onde s; € a concentracdo em estado-estacionario do substrato i;
S100%,i € @ concentragdo em estado-estacionario do substrato i durante seu
crescimento como Unica fonte de alimento; ¢g; é a taxa de consumo
especifico; 2g; ¢ o somatdrio da taxa de consumo especifico total dos
substratos; S;; € a concentra¢do inicial do composto i; e, XSp; é o
somatorio da concentragio total inicial de substratos.

2.6.5 Modelo cinético para multiplos substratos de Lendenmann
& Egli (1998)

O desenvolvimento deste modelo teve como ponto de partida a
equagdo 2.5 anteriormente descrita por Lendenmann et al. (1996). Aqui,
¢ descrita a taxa de crescimento dos micro-organismos como fung¢do das
concentragdes  individuais de diversos substratos utilizados
simultaneamente:

Hmax,i
. 3 byg:
Hmax geral € Ky )si

(2.6)

- Frels

2
Hmax geral+2( Kg;

Onde fmix gerar € 0 maior valor de todos os u; e, K,; € a constante
de meia saturacdo para o substrato i: e s; ¢ a concentracdo em estado-
estacionario do substrato i.

2.6.6 Modelo para inibicdo competitiva de multiplos substratos
de Bielefeldt & Stensel (1999)

Uma equacdo que descreve a taxa de biodegradacdo de misturas é
apresentada por Bielefeldt & Stensel (1999) com base na jungdo da
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equacdo de Monod com o modelo de inibigdo competitiva para dois
substratos desenvolvido por Bailey & Ollis (1986) e se aplica para os
hidrocarbonetos do grupo BTEX:

Rim I

~
=

R;s  XBTEX

2.7)

Onde R;,, é a taxa de biodegradacdo do hidrocarboneto quando
presente na mistura (mg.L"'.d"); R, ¢ a taxa de biodegradagio do
hidrocarboneto quando presente sozinho (mg.L"'.d"); I ¢ a concentragio
do hidrocarboneto (mg.L™"); ¢ ZBTEX é a soma das concentragdes dos
compostos monoaromaticos (mg.L'l).

Com base nesta expressdo, a taxa de biodegradacdo de um
composto em uma mistura de BTEX pode ser estimada com base na
taxa de biodegradagdo do composto sozinho e na concentracao total de
substrato. A equagdo ¢ valida para o caso em que [ >> K;, ou seja,
quando a concentra¢do do composto for muito maior que sua constante
de meia-saturagdo e quando os valores de K; dos BTEX forem similares.

2.7  FATORES INTERVENIENTES NA TAXA
BIODEGRADACAO DE COMPOSTOS ORGANICOS

As reagdes de biodegradacdo que envolvem compostos organicos
acontecem em velocidades especificas. Quantificar a taxa de
biodegradagédo, ou seja, a variagdo da concentra¢do ao longo do tempo é
importante para avaliagdes de processos de biorremediacdo ja que a
biodegradacao ¢ o mecanismo chave “destrutivo” que controla o destino
e o transporte de contaminantes. As taxas de biodegradagdo podem ser
determinadas com o uso de microcosmos, com base em valores da
literatura ou com coleta e analise de dados de campo (WIEDEMEIER et
al., 1999).

Os padrdes e taxas de remediacdo podem variar de local para
local, dependendo da importancia relativa dos varios processos de
biodegradacdo possiveis (WIEDEMEIER et al., 1996), das
peculiaridades microbiologicas do ambiente (PLAZA et al. 2007), entre
outros. A seguir, sdo apresentados alguns fatores que podem interferir
nas taxas de biodegradacio:

Presengca da biomassa: No inicio de um processo de
biorremediagdo, a biodegradagdo pode ser limitada pela atividade
microbiologica devido a baixa concentragdo de biomassa presente no
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meio, resultando em uma baixa taxa de remo¢do dos contaminantes
(BORDEL et al., 2007; MUNOZ et al., 2007).

Subprodutos: O actimulo de produtos intermediarios de
biodegradacdo, como o catecol na biodegradacdo aerdbia do benzeno,
pode inibir o processo de degradacdo devido aos efeitos toxicos
(MUNOZ et al., 2007) ou pelo fato destes subprodutos serem mais
facilmente biodegradaveis que o substrato original (KIM & JAFFE,
2007).

Concentragdo de substrato: altas concentragdes podem prejudicar
o crescimento dos micro-organismos de modo a afetar a taxa de
biodegradacdo dos substratos (ALLAGAPAN & COWAN, 2003;
BORDEL et al., 2007; NELSON et al., 2010).

Presenca de nutrientes: a baixa concentragdo de nutrientes, como
nitrogénio ¢ fosforo, ¢ um fator que pode limitar a extensdo e
viabilidade da biodegradagdo (CORSEUIL et al., 1998; FERNANDES,
2002; SHABIR et al., 2008).

Receptores de elétrons: Os receptores de elétrons disponiveis
para a degradagdo dos substratos também podem interferir na velocidade
de degradacdo de compostos (SCHAEFER et al., 2010a), com taxas
mais lentas sob condi¢des anaerobias (CHAKRABORTY et al., 2005;
DA SILVA et al., 2005). Os processos anaerdbios de biodegradacdo tém
um grande peso na remocao de contaminantes em aquiferos. Segundo
estudo realizado por Essaid et al. (2003) com uso de modelagem
matematica, a extensdo da pluma de BTEX ¢ controlada pela taxa de
biodegradagdo anaerdbia ao passo que a biodegradacdo aerobia so afeta
as bordas. Quando a taxa de biodegradacdo anaerdbia ¢ diminuida, a
extensdo da pluma a jusante da fonte é maior. Assim, 0S processos
anaerobios podem controlar efetivamente a migragdo de uma pluma de
contaminagdo (ESSAID et al., 2003).

Biodisponibilidade: As lentas taxas de biodegradagdo in situ sdo
frequentemente um resultado do acesso restrito aos poluentes pelos
micro-organismos. Deste modo, a degradagcdo de poluentes depende
principalmente da transferéncia do substrato ao invés do movimento do
microébio (HARMS & BOSMA, 1997).

Substratos alternativos: a presenca de fontes de carbono mais
facilmente assimilaveis, como o etanol na gasolina, pode diminuir a taxa
de biodegradagdo de um composto alvo (DA SILVA & ALVAREZ,
2004; DA SILVA et al., 2005; BUCHELI-WITSCHEL et al., 2009;
RUEGG et al., 2007).

Proporcionalidade: Estudos realizados em escala laboratorial
apontam que a degradacdo de um composto como constituinte de uma
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mistura depende da sua propor¢io (LENDEMANN et al, 1996;
BIELEFELDT & STENSEL, 1999; LOVANH et al., 2002; LOVANH
& ALVAREZ, 2004).

2.7.1 Biodegradacéo dos BTEX e do etanol

Viarios estudos em microcosmos ¢ em escala real sob diversas
configuragcdes avaliaram as taxas de biodegradacdo dos BTEX e do
etanol dada importancia ambiental destes poluentes. As taxas de
biodegradacdo dos BTEX sdo bastante variadas: enquanto que para
alguns experimentos a degradag@o ocorreu de forma rapida, para outros,
foram necessarios longos periodos de incubagdo, ou entdo,
simplesmente ndo houve biodegradacdo para certos compostos. Isto
reafirma que a velocidade com que a concentragdo de um contaminante
varia no tempo se modifica de acordo com o local e as condigdes de
estudo. J4 para o etanol, sua rapida biodegradagdo & quase sempre
reportada. Estes padrdes de biodegradagdo sdo expostos nos paragrafos
seguintes.

O fungo comum em solos Cladophialophora sp. foi capaz de
crescer em uma fragdo soluvel de gasolina (meio liquido) que continha
todos os seis compostos BTEX em um experimento laboratorial
realizado por Prenafeta-Boldu et al. (2002). Na mistura dos BTEX, a
concentracdo de benzeno ficou constante durante todo experimento, e
tanto o tolueno quanto o etilbenzeno s6 desapareceram depois de 17
dias. O uso dos xilenos s6 comecou depois que as concentragdes de
tolueno e etilbenzeno foram parcialmente removidas.

Com o uso de outro tipo de micro-organismo, duas diferentes
bactérias isoladas de solos contaminados com hidrocarbonetos de
petréleo, Plaza et al. (2007) obtiveram a seguinte ordem decrescente de
biodegradagdo aerobia em meio liquido dos BTEX: m+p-xilenos >
tolueno > o-xileno > etilbenzeno > benzeno. Sob condi¢des semelhantes,
porém com o uso de um consércio microbiano aclimatado a gasolina,
Morlett-Chavez et al. (2010) nao observam diferencas significativas na
biodegradacdo dos BTEX juntos e isoladamente, assim como
Chakraborty et al. (2005).

Com relagdo a experimentos de campo, taxas e padrdes de
biodegradagdo dos BTEX foram medidas ao longo de 1000 dias por
Cozzareli et al. (2010) usando um microcosmo in situ em um aquifero
contaminado com petroéleo cru sob condi¢des de ferro redug@o. Entre os
BTEX, a ordem de persisténcia foi: etilbenzeno > benzeno > m,p-xileno
> o-xileno > tolueno. Além disso, foi observada uma fase lag antes do
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inicio da degradacdo do benzeno e do etilbenzeno. Embora a populagio
do aquifero ja estivesse adaptada aos BTEX, a degradagdo de substratos
mais favordveis aconteceu primeiramente. J& Wiedemeier et al. (1996)
calcularam as taxas de biodegradacdo dos BTEX in situ e observaram
que até mesmo o benzeno obteve uma taxa de remog¢do similar com a
dos demais monoaromaticos, € isto ndo foi ao encontro dos resultados
obtido em outros locais com uso de biorremediagdo. Este fato sugere
que as vias e padrdes de biodegradacdo de BTEX sdo realmente
especificos de cada local.

Isoladamente, o etanol ¢é rapidamente biodegradado sob
condigdes aerobias e anaerobias (SCHAEFER et al, 2010b;
SCHAEFER et al., 2010a). Em misturas com BTEX, o etanol pode
alterar as taxas de biodegrada¢do dos compostos. Schaefer et al. (2010a)
concluiram que o etanol é passivel de incrementar a taxa de degradacdo
dos TEX acelerando o crescimento dos degradadores destes compostos,
entretanto a adicdo de etanol diminui a taxa de biodegradagdo dos trés
hidrocarbonetos. Da Silva et al. (2005) observaram em experimentos
com colunas de fluxo continuo que a rapida biodegradagdo do etanol
diminuiu o oxigénio dissolvido, estimulou a metanogénse ¢ diminuiu a
eficiéncia de remogao dos BTEX, que era maior que 99% na auséncia
de etanol para uma média de 32% para o benzeno, 49% para o tolueno,
77% para o etilbenzeno e 30% para os xilenos apds a adi¢do do alcool.
Logo, a premissa muito utilizada de que a adi¢do de etanol aumenta a
taxa de degradagdo dos BTEX deve ser interpretada com cuidado ja que,
em situagdes reais, os receptores de elétrons podem ser exauridos e o
aumento da demanda dos mesmos pode sobrepor os beneficios positivos
do incremento da biomassa nas taxas de biodegradacdo (SCHAEFER et
al., 2010a).

2.8 TECNICAS DE BIORREMEDIACAO

A aplicagdo pratica dos processos de biodegradagdo discutidos no
item 2.3 para descontaminacdo de locais impactados por substincias
poluentes ¢ chamada de biorremediagdo (BEDIENT et al., 1999).
Quando os processos que ocorrem naturalmente (como advecgdo,
difusdo, sor¢do, volatilizagdo e degradacao biotica e abiotica) sdo usados
para remediar poluentes sem qualquer alteracdo adicional das
caracteristicas de campo, o processo ¢ descrito como atenuacdo natural
(WIEDEMEIER et al., 1999). J4 no caso em que as condigdes de
trabalho em campo sofrem interferéncias da engenharia, ou seja, ha
projetos para acelerar a biorremediagdo dos contaminantes, o processo ¢
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referido como bioestimulagdo (FAHRADIAN et al., 2008). Na
bioestimulagdo, nutrientes, doadores ou receptores de elétrons tém que
ser injetados na subsuperficie, ou consdrcios microbianos especificos
tém que ser estimulados para criar condigdes seletivas e/ou estimuladas
de crescimento (HOLLIGER et al, 1997; SCOW & HICKS, 2005) para
que assim possa se aumentar a taxa de biodegradacdo de contaminantes
(FAHRADIAN et al., 2008; DA SILVA et al., 2005).

Com isto, percebe-se que processos microbioldgicos responsaveis
pela biodegradacdo de contaminantes organicos na agua subterranea sdo
as forgas motrizes por trds da atenuacdo natural e podem ser
aproveitados em tecnologias de aceleragdo da biorremediacdo, como a
bioestimulagao (SCOW & HICKS, 2005). A biorremediagao in situ sob
atenuacdo natural tem sido utilizada de maneira satisfatoria para
remoc¢do de poluentes orgénicos, incluindo compostos monoaromaticos
(FERNANDES, 2002; SUAREZ & RIFAIL 2002; MACKAY et al,
2006b; FRASER et al.,, 2008; BATLLE-AGUILAR et al., 2009;
NEUHAUSER et al, 2009; KAO et al, 2010), entretanto a
biorremediagdo aplicada em conjunto com técnicas de engenharia ¢ mais
rapida e eficiente, conforme resultados de estudos publicados (COSTA
et al., 2009; SCHREIBER & BAHR, 2002; CUNNINGHAM et al.,
2001).

Um ponto importante a ser avaliado em projetos de
biorremediagdo ¢ que, sob condi¢des naturais, o oxigénio dissolvido
pode ser exaurido devido a degradacdao dos contaminantes e, com isto,
causar uma caréncia de receptores de elétrons. Neste caso, a
biodegradagao aerdbia provavelmente serd mais relevante a montante, a
jusante e nas porgdes diluidas e extremas da pluma onde as condigdes
aerobias podem ter sido restabelecidas (SCHAEFER et al., 2010b). Ja
nas demais regides da pluma de contaminag@o, os processos anaerobios
de biodegradacdo seriam mais relevantes, fato que justifica o uso de
outros receptores de elétrons, como nitrato, na aplicagdo da
bioestimulagdo em cenarios de remediacdo. A injecdo de nitrato pode
aumentar a atividade desnitrificante de modo a alcangar uma degradacdo
satisfatoria de compostos de petroéleo na agua subterrdnea que esta
exaurida de oxigénio e outros receptores de elétrons (JIN et al., 2010),
sendo um alternativa vidvel até mesmo para biorremediagdo in situ
(COSTA et al., 2009).
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3 MATERIAIS E METODOS

Para avaliar como a propor¢do dos substratos influencia na
atenuagdo da mistura do etanol, do acetato ¢ dos BTEX in situ, este
estudo teve como base os dados temporais de concentracdo destes
compostos em aguas subterraneas em duas dreas experimentais que
simulam tecnologias de biorremediacdo: uma, a atenuagdo natural
monitorada; e outra, a bioestimulacdo com injecdo de nitrato. Além
disso, também se fez uso da concentracdo de receptores de elétrons, de
subprodutos metabodlicos e do potencial de oxi-redugdo. Os
procedimentos de coleta, armazenagem e andlise da agua subterranea
contaminada foram realizados por Costa (2008), Nunes (2006),
Fernandes (2002) e pela equipe do laboratorio REMAS e podem ser
conferidos nos trabalhos dos autores citados.

3.1 DESCRICAO DAS AREAS EXPERIMENTAIS

Ambas as areas experimentais de estudo estdo localizadas no sul
da cidade de Floriandpolis (estado de Santa Catarina), no bairro Tapera,
na Fazenda Experimental da Ressacada cuja propriedade ¢ da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

Em cada area foi realizado um derramamento controlado no
ambiente subsuperficial de 100 litros de gasolina com etanol junto com
brometo de potassio (KBr) que serviu como tracador (substancia que
nao sofre nem biodegradacdo nem retardo). Para o monitoramento do
movimento dos constituintes poluentes do combustivel derramado,
pogos de monitoramento (PM) multiniveis subterrdncos foram
instalados na direcdo do fluxo preferencial da 4gua subterranea de onde
foi possivel a extracdo da amostra liquida contaminada em variadas
profundidades. Cada ponto de amostragem do pogo multinivel é
composto por uma mangueira fina de PEBD (polietileno de baixa
densidade) diferenciada por cores relacionadas a determinada
profundidade (Figura 3.1-B). As areas experimentais foram cobertas por
lona plastica e brita para simular uma superficie impermeabilizada
(como um posto de combustivel) e diminuir as perdas por volatilizacao
dos compostos. Ja que estruturalmente as 4areas experimentais sio
semelhantes, a Figura 3.1-A exemplifica uma configuragdo das areas de
estudo.
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Figura 3.1 — Exemplo de uma area experimental (A) e ampliagdo de um pogo
de monitoramento cujas mangueiras identificadas com cores diferenciam cada
nivel de amostragem (B).

3.1.1 Atenuacdo natural monitorada

Esta area de estudo foi implantada por Fernandes (2002) com
objetivo de demonstrar que a atenuag¢do natural monitorada é uma
solugdo eficiente para remediar areas impactadas com gasolina e etanol.
Para isto, foi realizado o derramamento controlado de 100 litros de
gasolina com 24% de etanol em uma abertura feita no solo chamada de
fonte de contaminagdo’ em 1° de dezembro de 1998. A érea é composta
atualmente por 51 pocos multiniveis (Figura 3.2) com as seguintes
profundidades em relagdo a cota do terreno: 1,0; 2,0; 2,5; 3,5 e 4,5
metros. Até o momento, foram realizadas 19 coletas de amostras de
agua subterrdnea contaminada no local, cuja periodicidade variou ao
longo dos anos, conforme pode ser conferido na Tabela 3.1.

Parametros relacionados a hidrogeologia do local, caracteristicas
do solo e da a4gua subterrdnea foram determinados para a area
experimental. Com uso de sondagem a percussdo e andlise
granulométrica, o solo foi caracterizado como areia nas camadas
superiores ¢ areia fina na subsuperficie com menos de 5% de silte e
argila. A condutividade hidraulica média da regido ¢ 6,6 x 10° cm.s’l,
valor obtido através de ensaios de carga em niveis variados. A

? Neste experimento a fonte de contaminagio nio funcionou como um pogo de monitoramento.
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porosidade efetiva ¢ de 20% e a dire¢do do fluxo da dgua subterranea foi
determinada através da analise de trés piezometros alocados no entorno
da area experimental. O gradiente hidraulico médio do local ¢ de 1,8% e
a velocidade intersticial de 2,8 m.ano’. O solo possui uma baixa
concentragdo de carbono orgénico que varia de 0,06% a 0,12% nas
profundidades de 2,0 a 4,0 metros e uma baixa concentragdo de
nutrientes. As caracteristicas naturais da dgua subterranea local foram
determinadas antes da contaminagdo e estdo expostas na Tabela 3.2.

54 7 TA 12 17 22 27
r X X X %X % X
A/ 1 6 O6A 6B 11 11B 16 21 26
X X X X X %X % X X
F 5 5A 5B 10 10B 15 20 25
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2 4 4A 4B 9 9B 14 19 24
. X X X X X %X %X X X
E 3 3A 3B 8 8B 13 18 23
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® Fonte de contaminagédo
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Figura 3.2 — Representagdo em planta da area experimental da atenuacao
natural monitorada com seus pogos de monitoramento, fonte de
contaminagdo e direcdo preferencial do fluxo da agua subterranea.
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Tabela 3.1 - Distribui¢do das coletas de monitoramento da 4gua subterranea na
area experimental sob atenuacdo natural monitorada.

Tempo ap6s a liberacdo do
Coleta Data combustivel

Dias Meses ANos
1 Dez/1998 14 0,5 0,0
2 Jan/1999 51 1,7 0,1
3 Mar/1999 113 3,7 0,3
4 Mai/1999 168 5,5 0,5
5 Ago/1999 251 8,3 0,7
6 Out-Nov/1999 328 10,8 0,9
7 Abr/2000 497 16,3 1,4
8 Nov/2000 708 233 1,9
9 Ago/2001 974 32 2,7
10 Jan/2002 1127 37,1 3,1
11 Out/2002 1370 45,0 3,8
12 Dez/2003 1821 59,9 5,0
13 Ago/2004 2065 67,9 5,7
14 Jul/2005 2409 79,2 6,6
15 Jul/2006 2774 91,2 7,6
16 Mai-Jun/2007 3109 102,2 8,5
17 Abr-Mai/2008 3467 114,0 9,5
18 Mai/2009 3828 125,9 10,5
19 Jun/2010 4223 138,8 11,6

Tabela 3.2 — Caracterizagdo da dgua subterranea antes da contaminacdo na 4rea
experimental sob atenuagdo natural monitorada.

Variaveis Valores medidos
Temperatura (°C) 17 -24
Potencial de oxi-reducdo (mV) +32 —+169
Oxigénio dissolvido (mg.L™) 7-8
Nitrato (mg.L™) 0,050,137
Sulfato (mg.L™) 0,3-4,3
Ferro ferroso (mg.L™) 0,0 -1,64
Fosfato (mg.L™") 0,05 -0,54
Metano (mg.L'I) <0,01

Fonte: Fernandes (2002).
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3.1.2 Bioestimulagédo com injecdo de nitrato

Visando avaliar uma tecnologia ativa de remediagdo com base no
preceito de que os processos anaerdbios de biodegradacdo sdo de grande
relevancia, um experimento pioneiro em escala real de bioestimulagio
com injecdo de nitrato para remediagdo de aguas subterraneas
contaminadas com gasolina comercial brasileira com 25% de etanol foi
iniciado em 2004 por Costa (2008). Foram liberados, em 22 de
dezembro de 2004, 100 litros do combustivel a uma profundidade de 1,0
m da cota do terreno. Apds 2,5 meses da liberacdo, iniciou-se a injegdo
do nitrato a partir de uma solugdo que continha nitrato de sédio
(NaNOs) e fosfato dihidrégeno de potassio (KH,PO4), ou seja, o
receptor de elétrons e nutrientes, em seis pogos especificos para este fim
(Figura 3.3). A injecdo foi realizada trés vezes por semana durante nove
meses € meio 4 uma taxa de 30 L.dia'l, resultando em uma massa total
final de 38.767 gramas de nitrato. A area ¢ composta atualmente por 70
pocos multiniveis (Figura 3.3) com as seguintes profundidades em
relagdo a cota do terreno: 2,3; 2,8; 3,8; 4,8 e 5,8 metros, com excecao
dos pocos de monitoramento 30A, 30B, 31B, 31C e 31D que possuem
somente os dois Gltimos niveis mais profundos'’. Entre estes 70 pogos,
esta inclusa a fonte de contaminagdo que também foi monitorada. Até o
momento, foram realizadas 13 coletas de amostras de 4gua subterranea
contaminada no local, cuja periodicidade pode ser conferida na Tabela
3.3.

Andlises para determinagdo de parametros relacionados a
hidrogeologia do local, caracteristicas do solo e da dgua subterranea
também foram realizadas para esta area experimental. A condutividade
hidraulica e a direcdo do fluxo da agua subterrinea foram obtidos
através de dados de oito pogos piezométricos que rodeiam a area. A
condutividade hidraulica foi determinada com uso de ensaios de carga a
nivel variado e recuperagdo de pogos. O piezOmetro mais proximo da
area do e>§periment0 indicou um valor de condutividade hidraulica de
4,25 x 10 em.s™. O gradiente hidraulico médio obtido foi de 0,6%. A
velocidade da 4gua subterranea foi estimada por meio do monitoramento
do tracador brometo e indicou uma faixa de valores de 5,2 a 6,2 m.ano™.
A direcdo do fluxo da 4gua subterranea foi determinada com a
construgdo de mapas potenciométricos gerados pelo modelo matematico
SCBR" através dos dados de flutuagio do nivel d’4gua nos piezometros.

00s pogos de monitoramento 30A, 30B, 31B, 31C e 31D nio estdo ilustrados na Figura 3.3
por possuirem somente os niveis 4,8 e 5,8.
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O solo da area experimental pode ser caracterizado como uma areia fina,
pouco argiloso e com baixo teor de matéria orgdnica, essa presente na
camada superficial do solo. A porcentagem de carbono orginico
presente ¢ menor que 1,2% entre a superficie e 0,5 metros de
profundidade e menor que 0,76% entre 0,5 e 1,7 metros de
profundidade. A porosidade efetiva média foi determinada através do
uso do método da Mesa de Tensdo e seu valor foi de 20%. As
caracteristicas naturais da agua subterrdnea local foram determinadas
previamente a contaminagdo e estdo expostas na Tabela 3.4.
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Figura 3.3 - Representagdo em planta da area experimental da bioestimulagio
com inje¢do de nitrato com seus pogos de monitoramento, injecdo, fonte de
contaminagao e a dire¢do preferencial do fluxo da dgua subterranea.
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Tabela 3.3 - Distribui¢do das coletas de monitoramento de 4gua subterranea na
area experimental sob bioestimulagdo com inje¢do de nitrato.

Tempo apds a liberacdo do
Coleta Data combustivel
Dias Meses AnNos
1 Jan/2005 34 1,1 0,1
2 Abr/2005 124 4,1 0,3
3 Jun/2005 166 5,5 0,5
4 Out/2005 285 9,4 0,8
5 Jan-Fev/2006 387 13,1 1,1
6 Mai/2006 502 16,5 1,4
7 Set-Out/2006 625 20,5 1,7
8 Jan-Fev/2007 754 24,8 2,1
9 Ago-Set/2007 962 31,6 2,6
10 Fev-Mar/2008 1151 37,8 32
11 Set-Nov/2008 1387 45,6 3,8
12 Mar-Abr/2009 1555 51,1 4,3
13 Jun/2010 1969 64,7 5,4

Tabela 3.4 — Caracterizagdo da agua subterranea antes da contaminago na area
experimental sob bioestimulagdo com inje¢ao de nitrato.

Variéveis Valores medidos
Temperatura (°C) 24 -25
Potencial de oxi-redugdo (mV) +517 —+524
Oxigénio dissolvido (mg.L™) 2,3-52
Nitrato (mg.L™) 0,57 — 1,61
Sulfato (mg.L™) 2,87 — 4,44
Ferro ferroso (mg.L™) <0,1
Fosfato (mg.L™) <0,01
Metano (mg.L’l) <0,01

Fonte: Costa (2008).
3.2 TRATAMENTO DOS DADOS

Em cada area experimental, a partir dos dados de concentragdo
dos BTEX e do etanol obtidos em laboratoério para todas as coletas, foi
feito um levantamento de qual pogo de monitoramento pertencente a
linha de pogos imediatamente a jusante da fonte possuia as maiores
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concentra¢des de BTEX e etanol. Para isto, foi realizada uma somatoria
das concentra¢des em todos os niveis de cada pogo ao longo do tempo ¢
verificado qual obteve a maior concentracdo final. Para o pogo com
maior concentracdo de cada area experimental, foi analisado um nivel
fixo que possuiu geralmente a maior concentragdo em todas coletas. Os
pogos de monitoramento escolhidos para este estudo foram o PM 4
localizado a 2,6 metros da fonte de contaminacdo na profundidade de
2,0 metros na area sob atenuacdo natural; ¢ o PM 4 localizado a 2,0
metros da fonte de contaminagdo na profundidade de 2,3 metros na area
sob bioestimulagdo com injecao de nitrato.

As concentragdes de etanol e acetato foram somadas em alguns
casos e tratadas como um Unico substrato, ja que o acetato gerado ¢
proveniente predominantemente da biodegradagdo do etanol (conforme
item 2.2). A partir dos dados temporais de concentracdo nos pogos e
profundidades acima expostos, foram calculadas as constantes de
atenuacdo e os tempos de meia-vida dos substratos (detalhados no
subitem seguinte) e construidos graficos ao longo do tempo para a
concentracdo e para a propor¢do de cada substrato na mistura. Para os
gréficos de concentragdo e propor¢do, os valores de concentragdo foram
transformados para carbono orgénico total (COT) por litro a fim de se
obter uma unidade comum a todos os substratos e poder realizar as
comparagdes cabiveis. Dados de oxigénio dissolvido (OD), nitrato
(NOy), ferro ferroso (Fe+2), sulfato (SO4'2), metano (CHy) e potencial de
oxi-redugdo (POR) foram plotados ao longo do tempo para cada area
experimental a fim de verificar quais rotas de biodegradag@o atuaram na
atenuagdo dos contaminantes.

3.2.1 Determinacao da constante de atenuacao e tempo de meia-
vida

A taxa de uma reagdo de biodegradagdo pode ser expressa pela lei
de acdo das massas que afirma que a taxa € proporcional ao produto da
constante de biodegradagdo k pela concentragdo do reagente C (Equacdo
3.1). A velocidade na qual a biodegradac@o ocorre ¢ determinada pela
ordem da reagdo (n) (CHAPRA, 2008).

% = —kC™ 3.1)

Neste trabalho foram utilizadas reagdes cujo expoente da
equacdo 3.1 ¢ um. Para uma reagdo de ordem 1, considerando 7#,=0, a
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equacdo 3.1 integrada resultard na equag@o 2.3 exposta primeiramente
na revisao bibliografica (se¢do 2.6.3):

C = Che™t

Neste trabalho, o calculo de & ndo isola somente os processos de
biodegradacdo ocorridos, mas todos os mecanismos de atenuagdo dos
contaminantes no meio subsuperficial (ou seja, mais advec¢ao, difusao,
sor¢do, volatilizacdo e degradagdo abidtica). Logo, k é chamado de
constante de atenuacdo. As constantes de atenuacdo de primeira ordem
sdo frequentemente utilizadas para avaliar processos de atenuagdo em
aguas subterraneas contaminadas (NEWELL et al., 2002; SUAREZ &
RIFAI, 2004; NEUHAUSER et al., 2009; KAO et al., 2010). Um dos
tipos de constante de atenuagdo ¢ a pontual, obtida através da
linearizagdo da equagdo 2.3, sendo 0 kp.u igual & inclinagdo da reta do
logaritmo natural da concentragdo pelo tempo em um determinado ponto
(NEWELL et al., 2002). Neste estudo, o local para medigdo do &y, foi
0 poco ¢ o nivel anteriormente expostos. A constante de atenuagdo do
etanol ndo foi calculada devido ao seu comportamento diferente dos
BTEX na agua subterrdnea. Mesmo sem biodegradagdo, a concentragdo
do alcool diminuiria com os processos advectivos de transporte ja que
ele é totalmente soltivel. O foco do calculo da constante de atenuagéo foi
avaliar, principalmente, processos de biodegradagdo envolvidos na
atenuacao dos substratos. A analise de regressao para obtencdo do £ foi
feita considerando um intervalo de 95% de confianca. Para fins de
comparacdo dos BTEX com o etanol, as constantes de atenuac¢do foram
transformadas em tempo de meia vida (¢,,), que € um parametro que
indica o tempo necessario para que a concentragdo do substrato caia a
metade do valor inicial (CHAPRA, 2008):

__In2

t1 = P (3.2)

2
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Com bases nos dados de concentracdo dos substratos etanol,
acetato ¢ BTEX medidos em um pogo de monitoramento de duas areas
experimentais expostas aos processos de biorremediagdo atenuagdo
natural monitorada (ANM) e bioestimulagdo com injecdo de nitrato
(BIN), foi possivel fazer uma andlise da interagdo dos multiplos
substratos focando em como a propor¢do destes compostos influenciou
na sua biodegradacdo. Como ja dito anteriormente (se¢do 3.2.1), os
valores das concentra¢cdes medidas dos substratos ndo isolam somente
os processos de biodegradacdo. Contudo, como os processos bioldgicos
de degradacdo predominam no ambiente subsuperficial (KAO et al,
2010; BATTLE-AGUILAR et al., 2009; FRASER et al., 2008; FERIS et
al., 2008), a biodegradacdo ¢ considerada o principal mecanismo de
atenuacdo neste estudo. Diferentemente de outros trabalhos feitos em
laboratério com o foco na propor¢do de substratos, este estudo foi
realizado in situ sob as complexas condi¢des ambientais. Nas se¢des
seguintes, serdo apresentados, para os substratos avaliados, graficos
temporais das concentragdes e da fracdo de cada um na mistura seguida
por uma analise de resultados da literatura. Em seguida, sdo expostas as
constantes de atenuagdo e os tempos de meia-vida dos compostos BTEX
individuais acompanhada por uma andlise de quais vias de
biodegradagdo atuaram na atenuagdo dos BTEX. Por fim, uma
proposicdo de um modelo conceitual da biodegradacdo da gasolina
comercial ¢ apresentada. Os valores das concentragdes dos substratos,
receptores de elétrons, subprodutos ¢ demais parametros utilizados
podem ser conferidos nos Anexos A ¢ B.

4.1 INFLUENCIA DA PROPORCAO NA BIODEGRADACAO DO
ETANOL, ACETATO E BTEX

A presenca de etanol na gasolina comercial brasileira levou a
realizacdo de estudos que avaliaram o comportamento da biodegradagéo
desta mistura de alcool com hidrocarbonetos. A partir do momento que
ocorre o derramamento de gasolina comercial em um aquifero, além da
presenca do etanol e dos hidrocarbonetos, o subproduto metabdlico
organico acetato ¢ formado (Figura 4.1) via biodegrada¢do dos
contaminantes. Em ambas as areas, houve produgdo de acetato, contudo,
no pogo de monitoramento do experimento sob atenuagdo natural
monitorada (ANM), a quantia formada (23 mg COT.L™' ou 102 mg.L™)
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foi superior aquela presente no poco do experimento sob bioestimulagio
com inje¢do de nitrato (BIN) (2,9 mg COT.L" ou 12.6 mgL™),
principalmente devido aos diferentes processos de biodegradagao
predominantes em cada experimento. Assim, o acetato, que provem
predominantemente da biodegradagdo do etanol (NUNES, 2006;
COSTA, 2008), ¢ outro importante substrato disponivel e, como esta
presente em concentragdes similares a dos BTEX, sua presenga deve ser
levada em consideracdo. Para fins de comparacdo com os BTEX, a
concentracdo de acetato ¢ somada com o etanol em alguns casos (Figura
4.1).

Em ambos os processos de biorremediacdo, a atenuagdo do etanol
ocorreu primeiramente, e, somente apds o decaimento significativo da
concentracdo do alcool, iniciou-se a biodegradagdo dos BTEX. Na area
sob ANM, a persisténcia do etanol ¢ maior ao longo do tempo, ou seja,
leva um tempo maior para ocorrer a atenuagdo, € 0 mesmo ocorre para
os BTEX. J4 na area sob BIN, a atenuacdo do etanol ocorre rapidamente
e, apos o seu decaimento, a concentracdo dos BTEX diminui igualmente
de modo veloz. Ou seja, ha dois cenarios em que a biodegradacdo dos
BTEX s0 se inicia apds o decaimento do etanol, contudo, dependendo
da técnica de biorremediacao usada, a taxa de biodegradagdo ocorre em
velocidades diferentes. A explicagdo das diferentes taxas de
biodegradacdo em cada area sera detalhada na secdo 4.4, onde sdo
discutidos os diferentes processos de biodegradagdo atuantes. J& o
padrdo de biodegradagdo em que o etanol ¢ primeiramente atenuado
seguido pelos BTEX ¢ ligado ao fato do alcool estar em concentragdes
muito superiores a dos BTEX. A partir do momento em que ocorrer o
contato da gasolina comercial com um aquifero, as concentra¢des
dissolvidas dos compostos BTEX e de etanol tendem a ser muito
discrepantes (Figura 4.1). A concentracdo de etanol pode atingir valores
em torno de 2000 mg.L™" (equivalente a 1100 mg COT.L") enquanto
que os BTEX atingem um maximo de aproximadamente 40 mg.L™
(equivalente a 38 mg COT.L"). O etanol, que esteve presente em
concentragdes quase 30 vezes maiores que a dos BTEX (Figura 4.1),
retardou a biodegradagdo dos monoaromaticos e so a partir do momento
que a diferencga entre as concentragdes caiu (com o consumo do etanol)
observou-se a biodegradacdo dos hidrocarbonetos. O etanol foi mais
rapidamente consumido, ou seja, possuiu uma maior taxa de
biodegradacdo que os BTEX. Logo, o substrato com maior concentragdo
deteve a taxa de biodegradacdo mais elevada. Analisando a Figura 4.1,
nota-se como as concentra¢des dos BTEX sdo pequenas em relagdo as
de etanol.
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Figura 4.1 — Concentragdo de etanol, acetato e BTEX ao longo do tempo nos
pogos de monitoramento 4 nas areas experimentais sob atenuagdo natural
monitorada (ANM) a 2,0 metros de profundidade e sob bioestimulagdo com
injecdo de nitrato (BIN) a 2,3 metros de profundidade. Destaque para as
diferentes escalas do etanol e acetato nos primeiros graficos. Nos tltimos
graficos as concentragdes de etanol e acetato foram somadas a fim de compara-
las com as dos BTEX.

Com posse da Figura 4.2 fica possivel visualizar como se da a
distribuigio da proporgdo'' do etanol + acetato e dos BTEX
considerando uma mistura destes substratos em cada area experimental.

' Esta fragdo foi calculada com os valores de concentragio em carbono organico total (COT)
para cada substrato.
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Aqui, etanol e acetato sdo tratados como um unico substrato ja que os
efeitos do etanol na biodegradagdo dos BTEX persistem apoés o seu
esgotamento devido ao acimulo de acetato (CORSEUIL et al., 2011).
Observa-se que os hidrocarbonetos tendem a aumentar sua fracdo na
mistura com a atenuacdo do etanol e acetato. Na area sob ANM, a fase
de decaimento das concentragbes dos BTEX tende a ocorrer no
momento em que a fracdo de etanol + acetato diminui (3 anos) e o
mesmo ocorre na area sob BIN, porém em um tempo menor (1,7 anos)
(Figura 4.2). Ou seja, uma atenuagdo significativa dos BTEX tende a
ocorrer quando as concentragdes de etanol + acetato caem a niveis onde
a propor¢ao dos substratos seja menos discrepante. O consumo do etanol
ocorre primeiramente porque o dalcool estava presente em uma
propor¢ao muito superior a dos BTEX, resultando em uma maior taxa
de biodegradacdo. A partir do momento em que ocorre 0 consumo €
diminuigdo da fracdo de etanol (e também de seu produto metabodlico
acetato, se em concentra¢des altas comparadas com a dos BTEX), a
biodegradacdo dos monoaromaticos se torna mais evidente devido ao
aumento da fragdo dos BTEX na mistura. Freitas et al. (2011) realizou
um experimento in situ com gasolina contendo 0%, 10% e 95% de
etanol e foi percebido que maiores fragdes de etanol diminuiram a taxa
de biodegradagdo de BTEX embora néo tenha sido observado impacto
significante na mistura com 10% de etanol. Deste modo, o impacto na
degradacdo dos BTEX dependeu, dentre outros fatores, da fracdo de
etanol presente. Contudo, Lawrence et al. (2009) fazendo uso de
microcosmos com misturas de BTEX com 10, 50 € 90% de etanol em
solos ndo previamente contaminados, obtiveram a maior taxa de
remoc¢do dos BTEX quando o etanol compunha metade da mistura.

Em funcdo da baixa solubilidade em agua dos compostos BTEX
presentes na gasolina comercial, em torno de 38 mg de COT.L’
(FERNANDES, 2002), possivelmente, concentragdes de etanol e/ou
acetato acima destes valores deverdo inibir a degradagdo dos
contaminantes aromaticos mais toxicos por diminuirem a fracdo de
BTEX na mistura. Visto que a partir do momento em que ocorrer um
derramamento subsuperficial de gasolina comercial a proporgdo de
etanol na agua subterranea ¢ muito superior a dos BTEX, ¢ esperado que
quando a concentragdo de etanol e/ou seus subprodutos orgénicos
atingirem um valor préximo a saturagdo dos monoaromaticos, a
diferenca na taxa de biodegradacdo entre os compostos caia. Logo,
concentragdes de etanol e/ou acetato superiores a 38 mg de COT.L™ sdo
passiveis de fazer com que os BTEX sejam removidos em taxas mais
lentas do que aconteceria se a concentra¢do dos substratos fossem



67

parecidas, isso devido ao efeito inibitério causado pelas diferentes
proporgoes.
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Figura 4.2 — Fragdo dos substratos etanol + acetato (8) e BTEX (0) em relagdo a
mistura dos trés (todos como carbono organico total (COT)) ao longo do tempo
nos pocos de monitoramento 4 nas areas experimentais sob atenuacgao natural
monitorada (ANM) a 2,0 metros de profundidade e sob bioestimulagdo com
injegdo de nitrato (BIN) a 2,3 metros de profundidade. A linha tracejada indica
o inicio da fase de decaimento dos BTEX.

A ocorréncia da biodegradagdo do etanol anterior a dos BTEX
pode ser explicada pelo fato do alcool ser um composto mais simples de
ser degradado pelos micro-organismos que os hidrocarbonetos
monoaromaticos, 0s quais possuem sua estrutura baseada no anel
benzénico. Contudo, estudos feitos com a mistura de tolueno e etanol
em reatores de fluxo continuo mostraram que a degradagdo de cada
composto esteve ligada a sua propor¢do na mistura e independeu da
natureza quimica do substrato. Quando fornecidos separadamente, o
etanol foi mais rapidamente biodegradado que o tolueno e, quando
postos em mistura, a relacdo de proporcionalidade prevaleceu
(LOVANH et al., 2002). Este padrdo de biodegradagdo proporcional
pode ser explicado pelo termo diluicdo do fluxo metabdlico, criado por
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Lovanh & Alvarez (2004) e ¢ apontado como um dos principais fatores
a alongar plumas de benzeno na presenga de etanol (GOMEZ et al.,
2008). O fluxo metabdlico de um composto pode ser definido como a
taxa em que ele é metabolizado por unidade de biomassa (gramas de
substrato.hora™.gramas de células™). O termo descreve uma forma de
inibi¢do ndo competitiva em que a taxa de utilizagdo de um substrato
diminui devido o metabolismo de outro. Umas das causas da diminuigdo
do metabolismo de um substrato é a presenga de maiores propor¢des de
outros substratos. A maior concentra¢ao de etanol em relagdo aos BTEX
faz com que ele esteja mais disponivel para atuacdo da biomassa e,
assim, diminui a probabilidade de um micro-organismo entrar em
contato ¢ assimilar os BTEX, resultando em uma menor taxa de
degradacdo. A partir do momento em que as concentracdes dos
substratos se equivalham, os micro-organismos tém as mesmas chances
de utilizar todos os substratos. Assim, o uso de um substrato é
proporcional a sua relativa disponibilidade. Isso seria uma explicag¢do do
porqué da utilizagdo do etanol e do acetato em detrimento dos BTEX em
uma area contaminada por gasolina comercial.

Autores que trabalharam com misturas de substratos
frequentemente explicam a taxa de remog¢do mais rapida de um
composto em relagdo aos demais pelo fato de ele ser preferencialmente
biodegradado (LEAHY et al., 2003; OWSIANIAK et al., 2009). Essa
explicacdo também se aplica para mistura do etanol com
hidrocarbonetos, onde se atribui a rapida degradagdo do alcool ao fato
de ele servir como uma fonte de carbono mais facil de ser biodegradada
pelos micro-organismos (ALVAREZ & HUNT, 2002; DA SILVA et al.,
2005; MACKAY et al, 2006b; NUNES & CORSEUIL, 2007;
LAWRENCE et al., 2009; CORSEUIL, et al., 2011). Contudo, com os
resultados aqui obtidos, percebe-se que o consumo preferencial do
etanol nada mais é que uma degradagdo proporcional, ja que ele esta
presente em uma fracdo muito maior que a dos BTEX na gasolina
comercial brasileira e, assim, serd mais rapidamente biodegradado. Os
resultados obtidos por Freitas et al. (2011) corroboram para este uso
proporcional, ja que em um experimento in sifu com gasolina contendo
0%, 10% e 95% de etanol, foi percebido que maiores fragdes de etanol
diminuiram a taxa de biodegradagcdo de BTEX. Isso introduz uma nova
abordagem ao campo de interagdo de multiplos substratos,
especificamente ao caso da mistura de etanol e gasolina, ja que explica
por que motivo o etanol ¢ preferencialmente biodegradado.

Alguns trabalhos em laboratério com uso de reatores observaram
esta biodegradagdo proporcional de multiplos substratos, onde o
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composto com maior participacdo foi mais rapidamente biodegradado.
Com uma mistura de galactose e glicose em um reator de fluxo
continuo, maiores proporgdes de um agucar resultaram em uma maior
concentracdo do mesmo em estado estacionario efluente do reator. Além
disso, mesmo se a cultura de micro-organismos usada estivesse sido
exposta primeiro a galactose ou glicose o padrao de biodegradacgdo foi o
mesmo (LENDENMANN et al., 1996). Assim, explicar o decaimento
dos BTEX em ambas as areas experimentais devido ao aumento da
biomassa pela biodegradagdo do etanol, como visto em outros trabalhos
(DA SILVA & ALVAREZ, 2002; LOVANH et al. 2002; FERIS et al.,
2008; GOMEZ et al., 2008), ndo alteraria o padrdo de biodegradacio
ligado o proporcionalidade de cada substrato. Contudo, ndo se pode
descartar a possibilidade que um aumento na biomassa devido ao
consumo do etanol pode levar a maiores taxas de biodegradagdo dos
BTEX. Em um reator em batelada com uma mistura dos BTEX,
Bielefeldt & Stensel (1999) observaram que a taxa de biodegradacao de
cada hidrocarboneto na mistura foi uma fragdo da sua correspondente
taxa de biodegradagcdo quando testado sozinho. Maiores taxas de
biodegradacdo foram observadas quando o composto compunha uma
maior fracdo do total de BTEX degradado. Dou et al. (2008a)
concluiram, com uso de BTEX em solos, que mesmas propor¢des de
cada monoaromatico na mistura levaram a degradagdo simultanea para
concentracdes indetectaveis em 10 dias. Ou seja, fracdes semelhantes
levaram a mesmas taxas de biodegradag@o para cada substrato.

42  ANALISE DE RESULTADOS DA LITERATURA ONDE NAO
SE USOU O FATOR PROPORCIONALIDADE NA
EXPLICACAO DAS DIFERENTES TAXAS DE
BIODEGRADACAO DE MULTIPLOS SUBSTRATOS

Uma comparagdo com outros padrdes de biodegradacdo de
multiplos substratos provenientes de diversos trabalhos disponiveis na
literatura ¢ realizada a fim de ligar os resultados com a relagdo de
proporcionalidade. E possivel perceber que em muitos casos, embora
ndo justificados pelos autores, a diferenca de propor¢do dos substratos
levou a diferentes taxas de biodegradagao.

Varios estudos ja foram realizados na avalia¢do da biodegradacdo
de multiplos substratos e diversas explicagdes sdo dadas para os
variados padrdes de biodegradagdo ocorridos, sendo a principal, o efeito
inibitorio de determinado(s) substrato(s) na biodegradagdo dos demais.
Uma analise dos resultados destes trabalhos leva a acreditar que esta
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inibigdo ¢ devido ao fator propor¢do. Em microcosmos, Corseuil et al.
(1998) observam que maiores concentragdes de etanol aumentavam a
fase lag dos BTEX. Possivelmente, esta fase /ag poderia ser explicada
pela diminui¢do da fragdo de BTEX com o aumento da concentragido
etanol, o que resultaria em menores taxas de biodegradagdo. Em outro
trabalho, a adigio de etanol em altas concentragdes (11.000 mol.L™") em
microcosmos com BTEX (330 pmolL") diminuiu a taxa de
biodegradacdo dos hidrocarbonetos tanto em condigdes aerobias
(SCHAEFER et al.,, 2010b) quanto anerébias (SCHAEFER et al.,
2010a), e isso possivelmente ¢ também ligado a diminuicdo da
propor¢do dos BTEX. Este mesmo cenario foi observado em colunas de
fluxo continuo apos a adicdo de etanol (DA SILVA et al., 2005). Em
experimentos de campo com misturas de hidrocarbonetos na presenga e
auséncia de etanol, a presenga do alcool resultou em maiores
concentragdes de benzeno e provocou um maior alongamento das
plumas de contaminacdo (MACKAY et al. 2006). De modo analogo aos
resultados obtidos em laboratério, este comportamento pode ser
explicado pelo fator da proporcionalidade. A presenga do etanol
diminuiu a fragdo de benzeno levando a uma biodegradag¢do mais lenta,
e, assim, permitindo a migra¢do dos contaminantes para locais mais
distantes.

Nao s6 na mistura de etanol e BTEX a proporcao dos substratos
foi importante, embora ndo citada pelos autores. Com a mistura de
naftaleno a outros hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, a medida
que se aumentou o numero de hidrocarbonetos na mistura, a
biodegradagdo do naftaleno foi inibida (KNIGHTES & PETERS, 2006),
e isto provavelmente foi devido a introducdo de outros substratos que
diminuiram a fragdo do naftaleno e, consequetemente, a sua taxa de
biodegradagdo. Lin et al. (2007) obtiveram a diminuicdo da taxa de
biodegradacdo do MTBE (sigla em inglés para metil 1,1-dimetil-éter)
com a adigdo de BTEX, de modo que a maxima taxa de biodegradacdo
foi obtida com MTBE sozinho. E de se considerar que a méxima taxa de
biodegradagdo de um composto acontece quando ele é fornecido
sozinho e tende a diminuir a medida que outros substratos sdo
adicionados. Contudo, ha estudos onde ndo foi possivel relacionar as
diferentes fracdes de substratos com a taxa de biodegradacdo. Em
reatores de batelada, a biodegradagdo do fenol presente em maiores
concentragdes em misturas binarias com tolueno e benzeno s6 comegou
quando os hidrocarbonetos foram consumidos (REARDON et al., 2002).
Deste modo, deve-se ter cautela a generalizar um padrio de
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biodegradagdo de multiplos substratos para qualquer mistura de
compostos.

Uma ultima observagdo ¢ feita com relagdo a resultados de
estudos com multiplos substratos que apontam a biodegradacio
simultdnea de substratos em baixas concentragdes (todos utilizados
concomitantemente) e sequencial em altas concentragdes (BUCHELI-
WITSCHEL et al., 2009; DOU et al., 2008a; RUEGG et al., 2007;
LENDENMANN & EGLI, 1998). Dou et al. (2008a) em um
experimento com uso dos BTEX em solos observaram que quando a
concentragdo inicial dos BTEX no solo foi 30 mgkg” (5 mgkg” de
cada substrato), todos os hidrocarbonetos foram degradados
simultaneamente. Maiores concentragdes iniciais fizeram com que cada
BTEX fosse degradado em taxas diferentes, principalmente o benzeno e
0os o- e p-xilenos. Para fracdes iguais de cada BTEX, menores
concentragdes iniciais ndo causaram efeito inibitorio aparente, ao passo
que maiores concentracdes inibiram a degradacdo destes substratos.
Deste modo, a relagdo de proporcionalidade seria valida para
concentragdes relativamente baixas dos substratos com fragdes iguais na
mistura, enquanto que em altas concentragdes o uso sequencial dos
substratos mais favoraveis ao crescimento microbiano ocorreria. Como a
biomassa estaria exposta a varias op¢des de alimentos em grandes
quantidades, ela preferiria utilizar aquele que fosse mais favoravel para
ela. Contudo, neste estudo, a fracdo de etanol foi bem superior a dos
BTEX, de modo que os micro-organismos tinham uma probabilidade
muito maior de assimilar o alcool que os hidrocarbonetos, evidenciando
a biodegradagdo proporcional.

43 CONSTANTES DE ATENUACAO E TEMPOS DE MEIA-
VIDA

O célculo da constante de atenuagdo (k) e o tempo de meia-vida
(t4) dos BTEX permitiu esclarecer a dependéncia da concentragdo de
um substrato para sua atenuagdo no meio. Como explicado em 3.2.1,
ndo foi calculado o k& do etanol por se tratar de um contaminante de
comportamento diferente no meio subsuperficial em relagdo aos BTEX.
O etanol é um combustivel totalmente solavel e, deste modo, os
processos de transporte no aquifero (principalmente a advecgdo) tém um
peso grande na sua atenuagdo. Mesmo sem ocorréncia da
biodegradagdo, o etanol passaria pelo pogo de estudo devido aos
processos advectivos, alcancando um pico de concentragdo e, em
seguida, desaparecendo. Ja os BTEX compdem uma fonte de
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contaminag@o continua, pois sdo pouco a pouco solubilizados do NAPL.
Como o foco ¢ a biodegradagdo dos contaminantes, a constante de
atenuacdo foi calculada s6 para os BTEX ja que o comportamento do
etanol no meio subterrdneo é muito afetado pelo transporte. Admitiu-se
que a biodegradagdo ¢ o principal fator influente no £, ja que estudos em
campo mostraram que a constante de biodegrada¢do dos BTEX foi em
média 80% do valor da constante de atenuagdo (KAO et al., 2010).

As constantes de atenuagdo para cada composto BTEX
apresentaram-se iguais para cada area exposta as mesmas condicdes,
conforme pode ser conferido na Tabela 4.1. Levando-se em
consideracdo o desvio padrdo, as constantes de atenuagio para uma
mesma area experimental sdo estatisticamente iguais, ou seja, elas se
situam dentro da mesma faixa de valores minimos ¢ maximos. Além
disso, os valores aqui obtidos pontualmente para os BTEX na area sob
ANM sdo similares com os obtidos em estudos anteriores para toda area
experimental através do decaimento da massa total (Corseuil et al.,
2011). Assim, visto que o calculo de & para o etanol em um ponto ndo é
representativo, usou-se o tempo de meia-vida (¢;) calculado por
Corseuil et al. (2011) na area sob ANM a fim de compara-lo com o
tempo de meia-vida dos BTEX. A massa de etanol segue um
decaimento de ordem zero com um tempo de meia vida de 1,10 a 2,36
anos, que ¢ uma faixa de valores similares as obtidas para os BTEX
(Tabela 4.1). Assim, com base nos tempos de meia-vida, percebe-se que
o etanol e os hidrocarbonetos monoaromaticos possuem constantes de
atenuacdo semelhantes. Se o valor de k£ para substratos em uma darea
exposta as mesmas condigdes ¢ um valor constante e a taxa de atenuacao
de primeira ordem de um substrato pode ser descrita como exposto em

d — ~
3.2.1 por d—i = —kC, a taxa de variacdo da concentragdo de um substrato

ao longo do tempo dependerd somente da sua concentragdo.
Considerando que os processos de biodegradacdo predominam na
atenuacdo dos contaminantes, a taxa de biodegradagdo em um mesmo
ambiente depende da concentracdo de um composto. Logo, substratos
presentes em maiores concentracdes sdo mais rapidamente
biodegradados e os com menores concentra¢cdes possuem uma taxa de
biodegradacdo mais lenta. Esse fato que corrobora com o observado nas
duas areas experimentais, onde o etanol, por possuir concentracdo mais
elevada que a dos BTEX, foi mais rapidamente atenuado. Contudo, vale
ressaltar que maiores concentragdes de substratos podem ser toxicas a
biomassa e, deste modo, ndo resultar em maiores taxas de
biodegradacgdo. Dou et al. (2008a) realizaram um estudo com BTEX em
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solo e, para certas faixas de concentracdes, a taxa de degradacdo dos
BTEX aumentou com o incremento da concentra¢do inicial. Apos 100
mg. kg de solo” de BTEX, as taxas de degradacdo decairam indicando
que maiores concentragdes iniciais destes substratos podem ser toxicas e
inibir a capacidade de degradacdo. Além dos BTEX, toxicidade também
foi observada em microcosmos que continham mais que 6% v/v de
etanol puro, inibindo a comunidade microbiana (NELSON et al., 2010).

Na area sob atenuacdo natural monitorada, os valores de £ foram
menores que os obtidos para a area sob bioestimulagdo com injegdo de
nitrato (Tabela 4.1). Deste modo, o etanol e acetato foram mais
lentamente atenuados e, assim, mantiveram por mais tempo maior
propor¢do na mistura de substratos, influenciando a remog¢ao dos BTEX
que compuseram uma menor fracdo da mistura por um periodo
igualmente maior. O contrario foi observado na area sob bioestimulagao,
onde a disparidade entre as concentragdes de etanol e acetato ¢ a dos
BTEX foram diminuidas mais rapidamente e, assim, houve uma
remoc¢do mais veloz dos contaminantes. O fato da velocidade da agua
subterranea ser diferente em cada 4rea (aproximadamente 2,8 m.ano™ na
area sob ANM e 5,7 m.ano' na é4rea sob BIN) ¢ capaz de ter
influenciado no maior valor de k£ na area sob BIN, onde o transporte
pode ter tido um peso maior. Embora a velocidade seja duas vezes maior
na area sob BIN, os valores de k foram quase 10 vezes maiores, sendo
um indicio que os processos de biodegradagdo tiveram uma grande
participacdo na atenuagdo. Além disto, haja vista que ambas as areas
possuem valores semelhantes e baixos de carbono organico, os
processos de sor¢do ndo causariam disparidades nos valores das
constantes de atenuacdo em cada area experimental. Deste modo, com
base nos valores de k para os BTEX pode-se afirmar que eles foram
atenuados mais rapidamente na area sob BIN que na area sob ANM,
devido principalmente aos diferentes processos de biodegradagdo que
ocorreram em cada experimento, cujas explicagdes pertinentes sao feitas
na se¢do sobre a biodegradacdo dos hidrocarbonetos (secao 4.4).
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Tabela 4.1 — Constantes de atenuac¢do de primeira ordem (k) dos BTEX individuais para os po¢os de monitoramento 4 na
profundidade 2.0 metros na drea experimental sob atenua¢do natural monitorada e na profundidade de 2.3 metros na drea
experimental sob bioestimula¢do com inje¢ao de nitrato.

(b)

Experimento Substrato Periodo™® (anos) Kk (ano™) t., (ano) n R  Valorp

Benzeno 1.9a7.6 0.36-1.08 0.64-1.93 6 0.89 0.01

».”MM”H.MWO Tolueno 1.926.6 0.16-044 1.58 - 433 5 094 0.01

monitorada Etilbenzeno 31a76 0.20-0.46 1.51-3.47 5 0.95 0.00

Xilenos 31a76 0.14 - 042 1.65-4.95 5 0.93 0.01

Benzeno 14a26 0.83-4.85 0.14 -0.84 4 0.95 0.03

Bioestimulagio Tolueno 14a26 217-437 016-032 4 099 0.01
com injegdo de .

nitrato Etilbenzeno 14a26 206-3.10 022-034 4 1.00 0.00

Xilenos 14a26 2.04-3.00 023-0.34 4 1.00 0.00

Notas: @ Correspondente ao decaimento das concentragdes apos a liberagdo do combustivel no meio.

® Quantidade de dados na regresséo.



75

Estudos com experimentos em campo que avaliaram processos de
biorremediagdo frequentemente calculam as constantes de atenuagdo dos
contaminantes. Ndo foram encontrados na literatura valores de k& em
experimentos sob bioestimulagdo in situ, assim, a seguir ¢ feita uma
comparac¢do com estudos realizados sob atenuacdo natural. Destaca-se
que, no geral, os experimentos, além de ndo possuirem etanol, foram
realizados em locais onde a 4gua subterranea possuia velocidades
superiores e temperaturas menores ao observado nos experimentos da
Fazenda da Ressacada. Em um aquifero contaminado com alcatrdo de
carvao sob condi¢cdes mais redutoras (auséncia de oxigénio e nitrato), as
taxas de atenuagdo in situ foram determinadas com os seguintes valores
para os compostos BTEX: 0,73 ano™! para o benzeno; 1,24 ano’! para o
tolueno; 0,77 ano’! para o etilbenzeno; e 0,91 ano™! para o o-xileno
(BLUM et al.,, 2009), valores superiores aos da area sob ANM.
Neuhauser et al. (2009) estudaram a agua subterrdnea de um aquifero
raso e arenoso contaminada por uma industria de alcatrdo e obtiveram
para o tolueno um valor médio de & de 0,33 ano™. Ja Kao et al. (2010),
em um local sob atenuagio natural com predominancia da metanogénese
onde houve um vazamento de um oleoduto que resultou na
contaminagdo do aquifero por hidrocarbonetos de petrdleo, os valores de
k para os BTEX foram em torno de 8 ano™. Percebe-se que a ordem de
grandeza nesse trabalho foi diferente dos valores apresentados na Tabela
4.1 (10 vezes maior). Contudo, a velocidade da agua subterrdnea no
local chegou a perto de 1000 m.ano™’, de modo que nesse trabalho os
processos de transporte podem ter tido um peso maior no calculo da
constante de atenuacdo que no experimento sob ANM, cuja velocidade
da 4gua subterranea esta perto de 2.8 m.ano™'. Além disso, a temperatura
da agua subterranea que chegou a 29 °C pode ter acelerado os processos
de biodegradacdo. Wiedemeier et al. (1996) obtiveram constantes de
biodegradagdo similares para cada BTEX em torno de 4,38 ano™' no
centro da pluma de contaminag@o (novamente chama-se a aten¢io para a
velocidade da 4gua subterranea que era de 488 m. ano™'). Este resultado
corrobora com o obtido nas areas sob ANM e BIN, onde os valores das
constantes de atenuagdo foram estatisticamente iguais por estarem
dentro da mesma margem de erro.

44 RELACAO ENTRE PROPORCIONALIDADE E
BIODEGRADACAO DOS BTEX

Conforme os resultados expostos até o momento, tanto na area
sob atenuacdo natural monitorada (ANM) quanto sob bioestimulagio
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com injecdo de nitrato (BIN), a biodegradacdo dos BTEX s6 foi
observada apds o decaimento do etanol. Contudo, dependendo da
técnica de biorremediacdo usada, a taxa de atenuagdo ocorreu em
velocidades diferentes, principalmente devido aos diferentes processos
de biodegradagdo atuantes em cada area experimental. Assim, esta se¢do
visa elucidar quais processos de biodegradagdo predominaram em cada
area e, deste modo, influenciaram as respectivas constantes de atenuacao
(k) e tempos de meia-vida (¢,,). Como na se¢do onde as constantes foram
calculadas e discutidas (secdo 4.3), a analise da biodegradacdo ndo
inclui o etanol pelo fato dos processos de transporte terem uma grande
participacdo na atenuagdo do alcool.

No poco de monitoramento estudado da area sob ANM, os BTEX
foram mais letamente atenuados e, consequentemente, obtiveram-se
menores valores de k e maiores de ¢, (Tabela 4.1) devido,
principalmente, aos processos de biodegradagdo mais lentos que podem
ser comprovados com a andlise da variacdo dos receptores de elétrons,
subprodutos metabdlicos e potencial de oxi-redugdo. A fase de
significativa biodegradag¢do dos BTEX se inicia em um cenario onde a
maior parte dos receptores de elétrons foram utilizados para a
biodegradagcdo do etanol e, assim, as condi¢des do meio sdo mais
redutoras (FERNANDES, 2002). O oxigénio dissolvido, que ja estava
presente em baixas concentracdes devido a biodegradacdo do etanol,
decaiu ainda mais ao longo da fase de biodegradagdo dos
monoaromaticos, ficando na maior parte do tempo em valores inferiores
a 1 mgL" (Figura 4.3). Ndo houve uso significativo de nitrato na
biodegradagdo, até mesmo por que esse anion esteve presente em
concentragdes naturalmente baixas no aquifero (0,05 — 0,37 mg.L™)
(Figura 4.4). A produgio de ferro ferroso (Fe'), um subproduto da
redugio do ferro férrico (Fe™) via biodegradacio, que era alta na fase de
biodegradacdo do etanol, diminuiu no periodo da atenuacdo dos BTEX,
indicando que este processo ndo foi importante na biodegradagdo dos
hidrocarbonetos (Figura 4.5). Percebe-se um aumento da concentracio
de sulfato até o restabelecimento das quantias naturalmente encontradas
no aquifero (4.3 mg.L") no fim do periodo de biodegradagdo dos
BTEX, indicando o consumo deste receptor de elétrons (Figura 4.6).
Contudo, dadas as baixas concentra¢cdes do &nion que ndo atingem as
necessarias para biodegradar a quantidade disponivel de BTEX
estequiometricamente (WIEDEMEIER et al., 1998), a sulfato-reducao
também ndo teve grande participagdo na biodegradagdo dos
monoaromaticos. As elevadas concentragdes de metano (até 73 mg.L™")
indicam a predominéncia de processos metanogénicos na biodegradagao
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dos BTEX (Figura 4.7), ja que os receptores e subprodutos das demais
vias de biodegradacdo foram detectados em concentragdes baixas.
Contudo, parte deste metano gerado provém também do uso das altas
concentracdes de acetato resultantes da biodegradagdo de etanol, como
observado por Fernandes (2002). O estabelecimento de condigdes
fortemente redutoras ¢ corroborado pelo potencial de oxi-reducdo que
atingiu valores negativos durante o decaimento dos BTEX e,
posteriormente, voltou para valores observados no inicio do
experimento (Figura 4.8). Assim, a metanogénese foi a principal via de
biodegradacdo dos hidrocarbonetos monoaromaticos, embora nio se
possa descartar que varios processos de biodegradacdo atuaram. A
predominancia da metanogénese em outros experimentos sob ANM ¢
reportada com frequéncia na literatura (CHEN et al., 2010; KAO et al.,
2010; BATLLE-AGUILAR et al., 2009; MACKAY et al, 2006a).

61 ; ANM 61 3 BIN

OD (mg.L™)
oD (mg.L™)

Tempo (anos) Tempo (anos)

Figura 4.3 - Variagao temporal de oxigénio dissolvido no pogo de
monitoramento 4 na profundidade de 2,0 metros na area experimental sob
atenuagdo natural monitorada (ANM) e na profundidade de 2,3 metros na

area experimental sob bioestimulagdo com inje¢do de nitrato (BIN). A linha
tracejada indica o inicio da fase de decaimento dos BTEX.
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Figura 4.4 - Variagao temporal de nitrato no pogo de monitoramento 4 na

profundidade de 2,0 metros na area experimental sob atenuagao natural
monitorada (ANM) e na profundidade de 2,3 metros na area experimental sob
bioestimulacdo com injecao de nitrato (BIN). A linha tracejada indica o inicio
da fase de decaimento dos BTEX.
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Figura 4.5 - Variacdo temporal de ferro ferroso no pogo de monitoramento 4 na
profundidade de 2,0 metros na area experimental sob atenuagao natural

monitorada (ANM) e na profundidade de 2,3 metros na area experimental sob
bioestimulagdo com injecao de nitrato (BIN). A linha tracejada indica o inicio

da fase de decaimento dos BTEX.
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Figura 4.6 - Variac@o temporal de sulfato no poco de monitoramento 4 na
profundidade de 2,0 metros na area experimental sob atenuag@o natural
monitorada (ANM) e na profundidade de 2,3 metros na area experimental
sob bioestimulagao com inje¢do de nitrato (BIN). A linha tracejada indica o
inicio da fase de decaimento dos BTEX.
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Figura 4.7- Variagao temporal de metano no pogo de monitoramento 4 na
profundidade de 2,0 metros na area experimental sob atenuagao natural
monitorada (ANM) e na profundidade de 2,3 metros na area experimental
sob bioestimulagao com inje¢ao de nitrato (BIN). A linha tracejada indica o
inicio da fase de decaimento dos BTEX.
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Figura 4.8 - Variagéo temporal do potencial de oxi-reducdo (POR) no pogo
de monitoramento 4 na profundidade de 2,0 metros na 4rea experimental sob
atenuacgdo natural monitorada (ANM) e na profundidade de 2,3 metros na
area experimental sob bioestimulagdo com injegdo de nitrato (BIN). A linha
tracejada indica o inicio da fase de decaimento dos BTEX.

Ja no pogo de monitoramento da area sob BIN, um cenario
diferente foi observado, onde um decaimento rapido dos BTEX resultou
em maiores valores de £ e menores de ¢, quando comparados com o
pogo da area sob ANM. Isto ocorreu devido a inje¢do do nitrato que
tornou as condi¢cdes do meio menos redutoras, j4 que um receptor de
elétrons mais favoravel energeticamente estava disponivel em altas
concentracdes. A analise das Figuras 4.3 a 4.8, que expdem a variacdo
temporal dos receptores de elétrons, subprodutos e potencial de oxi-
reducdo na area sob BIN, permite explicar a predomindncia de
condigdes mais oxidantes que na area sob ANM. O meio estava
anaerébio, com concentra¢des de oxigénio dissolvido abaixo de 0,4
mg.L" na maior parte do periodo de biodegradagio dos BTEX (Figura
4.3). As concentragdes baixas de nitrato indicaram que o anion foi usado
na biodegradagdo, ja que ele foi injetado em quantias elevadas (Figura
4.4). Um pico de 240 mg.L" de nitrato mostra que ele estava presente
em altas concentracdes na area e disponivel para ser utilizado. Apds a
biodegradacdo dos BTEX, as concentra¢des de nitrato voltaram a se
elevar com valores superiores (~ 40 mg.L™") ao naturalmente presente no
aquifero (0,6-1,6 mg.L™), configurando a quantia remanescente injetada
que ndo foi utilizada na biodegradagdo. Logo, as concentragdes de
nitrato inseridas no aquifero foram suficientes para suprir a
biodegradagdo tanto do etanol quanto dos BTEX. A baixa produgio
obtida de ferro ferroso (Fe™) mostra que a ferro-redugdo ndo atuou
significantemente na biodegradacdo dos BTEX (Figura 4.5). Assim
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como na area sob ANM, o sulfato foi utilizado, mas como estava
presente em baixas concentragdes, sua reducdo ndo teve grande
contribuicdo na biodegradacdo dos monoaromaticos (Figura 4.6). A
formagdo de metano foi praticamente nula no periodo, contrastando
fortemente com as concentragdes do gas obtidas na area sob ANM
(Figura 4.7). Comparando os resultados de potencial de oxi-reducdo
obtidos na area sob BIN com a area sob ANM (Figura 4.8), observa-se
que os valores foram superiores e sempre positivos ao longo de toda
fase de biodegradacdo. Isso indica que o meio estava menos redutor
devido a injecdo de nitrato, fato que possibilitou a predominéncia da
nitrato-redugdo na biodegradacao dos compostos BTEX.

O aumento das taxas de biodegradacdo dos BTEX devido a
mudancgas nas condi¢des do meio ja foi reportado, com a alteracdo de
um ambiente metanogénico para aerobio devido a bioestimulagdo com
oxigénio (CHEN et al., 2010). Isto foi comprovado neste estudo, onde
houve uma maior taxa de biodegradacdo dos BTEX sob condicdes
nitrato-redutoras quando comparada com um meio predominantemente
metanogénico. Maiores taxas de remocdo de hidrocarbonetos
monoaromaticos sob nitrato-redugdo em relagdo a via metanogénica ja
haviam sido obtidas em experimentos laboratoriais (CORSEUIL et al.,
1998; DA SILVA et al., 2005), contudo ndo se pode excluir a ocorréncia
de uma miscelanea de vias de biodegradagdo, assim como observado em
outros estudos in situ (BAKERMANS et al., 2002; MACKAY et al.,
2006a; KAO et al., 2010).

Considerando a biodegradacdo o principal mecanismo de
atenuacdo, as reacdes de oxi-reducdo que ocorrem na biodegradagio de
substratos determinam o qudo rapido uma mistura vai degradar, no
entanto, a relagdo de proporcionalidade predomina. O padrdo de
biodegradacdo observado para os BTEX em ambas as dreas
experimentais permite inferir que duas misturas analogas expostas a
diferentes receptores de elétrons irdo biodegradar em velocidades
diferentes, todavia o substrato com maior participacdo sera
biodegradado a uma taxa maior que os demais presentes. Os BTEX,
presentes em pequenas fragdes, foram mais lentamente biodegradados
em ambas as areas experimentais quando comparados com o etanol.
Entretanto, na area sob ANM, pelo fato da metanogénese ter sido a
principal via de biodegradagdo, a atenuagdo dos hidrocarbonetos foi
ainda mais lenta quando comparada com a area sob BIN, onde uma via
catabolica energeticamente mais favordvel, a nitrato-redugdo,
predominou.
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45 MODELO CONCEITUAL DE BIODEGRADACAO DE
MULTIPLOS SUBSTRATOS

A criagdo de um modelo conceitual que explica a biodegradagéo
de multiplos substratos com base na propor¢do em um cenario de
contaminac¢do de um aquifero com gasolina comercial ¢ proposta nesta
se¢do, baseando-se nos resultados obtidos neste estudo. Também é
intencionada uma avaliacdo do fator propor¢do em relacdo a outros
fatores importantes que influenciam na taxa de biodegradagdo de
multiplos substratos, como disponibilidade de receptores de elétrons e
biomassa.

A partir do momento que ocorrer a contaminacdo da agua
subterranea por gasolina comercial, a biodegradacdo do etanol, seus
subprodutos organicos (quando em concentragdes altas) e dos
hidrocarbonetos do grupo BTEX esta ligada a fragdo de cada composto
na mistura. Para representar este padrao de biodegradacdo proporcional
de modo genérico, o modelo conceitual apresentado baseou-se
principalmente na Figura 4.2 (se¢do 4.1), obtida experimentalmente para
ambas as areas estudadas. O grafico que traduz o modelo conceitual
(Figura 4.9) mostra que o etanol possui uma maior taxa de
biodegradacdo por estar presente em uma fragdo muito maior quando
comparada com aquela dos BTEX. Nos primeiros momentos, nota-se
que a fragdo do dalcool é constante ao longo do tempo porque sua
concentracdo ¢ muito elevada quando comparada com a dos BTEX.
Somente apos certo tempo, com uma grande queda na concentracao do
alcool, a propor¢do dos contaminantes ¢ alterada de modo significativo.
Com a biodegradagdo do etanol, a participacdo dos BTEX na mistura
aumenta, assim como a sua taxa de biodegradagdo. Destaca-se que este
modelo foi aplicado para a mistura de etanol com os hidrocarbonetos
BTEX, contudo ¢é possivel que este padrio de interagdo de multiplos
substratos englobe outras misturas. O modelo apresentado serve para
uma 4area exposta as mesmas condi¢des de biodegradacdo. Em locais
onde as vias de biodegradacdo sdo mais oxidantes, como ambientes
aerdbios ou desnitrificantes, a atenuacdo de todos os contaminantes sera
mais rapida. O contrario serd observado em d4reas energeticamente
menos favoraveis, como meios metanogénicos. Contudo, a relagdo de
propor¢do predomina, com o substrato em maior propor¢do detendo
uma maior taxa de biodegradacdo em relagdo aos demais.

Com isso, destaca-se que o foco de acdes de remediagdo de areas
impactadas por gasolina comercial deve ser o estimulo da biodegradacao
do etanol a fim de diminuir a sua propor¢do em relagdo aos demais
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contaminantes mais toxicos (BTEX), e, deste modo, aumentar a taxa de
biodegradacdo dos hidrocarbonetos. Esta estratégia de acdo focando na
exaustdo do etanol ja foi proposta por outros autores (COSTA, 2009),
contudo ndo foi utilizada a justificativa das diferentes propor¢des. Além
disso, com a biodegradagdo do etanol, ocorre a formagdo de acetato,
principalmente sob processos fermentativos metanogénicos como na
area sob ANM, de modo que este subproduto estende o impacto do
etanol na biodegradacdo dos BTEX (CORSEUIL et al., 2011). Logo,
acelerar a biodegradacdo do etanol e de seu subproduto acetato se faz
necessaria para aumentar a propor¢do dos BTEX e, consequentemente, a
sua taxa de biodegradagao.

Etanol e subprodutos orgénicos

-

maior taxa de
biodegradacgéo

"\

e
()

menor taxa de
biodegradacao
0 >
Tempo

Fracao de substrato na mistura (f)

Figura 4.9 - Modelo conceitual para biodegradagdo da mistura de etanol e
BTEX em derramamentos subsuperficiais de gasolina comercial.

O modelo conceitual é idealizado com base nos resultados
obtidos, porém alguns pontos que podem levar a diferentes taxas de
biodegradacdo do etanol e dos BTEX devem ser destacados. A
biodegradacdo preferencial do etanol pela sua maior fragdo no meio
pode esgotar os receptores de elétrons e conduzir a uma biodegradagio
mais lenta dos BTEX, conforme outros estudos apontaram (SCHAEFER
et al., 2010a; CHEN et al., 2008; DA SILVA & ALVAREZ, 2004). Isto
pode ter ocorrido na area sob ANM, onde ndo foi injetado nenhum
receptor de elétrons. Deste modo, a taxa de biodegradagdo do etanol
seria maior que a dos BTEX devido as condigdes mais favoraveis de
biodegradacdo junto com o fato de o dalcool estar em maiores
proporcdes. Ressalta-se também que a biodegradacdo dos BTEX pode
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ser acelerada pelo crescimento da biomassa com a biodegradagdo do
etanol. Em reatores de fluxo continuo, a adigdo de etanol a solucdo de
benzeno afluente ao reator fez com que a concentragdo do
monoaromatico diminuisse, € isso foi devido ao crescimento microbiano
que superou os efeitos da proporcionalidade (LOVANH et al., 2002).
Contudo, os proprios autores afirmaram que este resultado ndo ¢
provavel de se repetir em um ambiental natural devido ao consumo dos
receptores de elétrons pelo alcool.
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5 CONCLUSOES

Com bases nos dados temporais de concentracdo de etanol,
acetato ¢ BTEX medidos in situ em dois pocos de monitoramento de
agua subterranea de dois locais impactados por gasolina comercial, foi
possivel avaliar como a proporcdo desses substratos interferiu em suas
taxas de biodegradacdo. Cada local consistiu em uma 4area exposta a
diferentes processos de biorremediacdo: uma sob atenuagdo natural
monitorada (ANM) e outra sob bioestimulacdo com injecdo de nitrato
(BIN).

A partir do momento que ocorrer a contaminagdo de um aquifero
por gasolina misturada com etanol em padrdes comerciais (= 25% de
alcool), a taxa de biodegradacdo do etanol e dos BTEX dissolvidos em
agua subterrdnea dependera da fragdo de cada substrato. O etanol,
presente em concentragdes muito superiores a dos BTEX, ¢
primeiramente biodegradado a uma taxa mais elevada devido a sua
maior propor¢do. A presenca de acetato em concentracdes semelhantes
ou superiores a dos BTEX estende efeitos inibitorios causados pelo
etanol. Assim, concentracdes totais de etanol e/ou acetato superiores a
38 mg de COT.L" tenderdo a inibir a biodegradagdo dos BTEX por
diminuirem a fragdo dos hidrocarbonetos no aquifero. Quando a
concentracdo do etanol e seus subprodutos orgéanicos decairem e o peso
da propor¢do dos BTEX aumentar, os hidrocarbonetos monoaromaticos
comecam a ser biodegradados em taxas mais significativas. Isso explica
a biodegradacdo preferencial do etanol, que nada mais é que uma
biodegradagdo proporcional, ja que ele esta presente em uma fragdo
muito maior que a dos BTEX na agua subterrdnea contaminada por
gasolina comercial brasileira e, assim, ¢ mais rapidamente
biodegradado. Este padrdo de biodegradagdo ligando a taxa de
biodegradacdo a propor¢do de etanol e dos BTEX corroborou com
outros resultados disponiveis na literatura.

As constantes de atenuagdo para cada composto BTEX foram
iguais em cada area experimental, assim como o tempo de meia-vida do
etanol que se assemelhou ao dos BTEX na area sob atenuacgdo natural
monitorada. Esta constatacdo aliada ao modelo de decaimento de
primeira ordem levou a inferir que a taxa de biodegradacdo de um
substrato em um ambiente sob as mesmas condi¢des depende da sua
concentracdo. Substratos com maiores concentragdes serdo mais
rapidamente  biodegradados e vice-versa, como o observado
experimentalmente para o etanol e os BTEX. Na area sob ANM, os
valores de k foram menores que os obtidos para a area sob BIN,
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principalmente devido aos diferentes processos de biodegradagdo
predominantes.

As reagdes de oxi-reducdo que ocorrem na biodegradacdo de
compostos organicos determinam o qudo rapido uma mistura vai
degradar, no entanto, a relagdo de proporcionalidade predomina. Em
condigdes mais redutoras, como as metanogénicas observadas na area
sob ANM, os substratos sdo mais lentamente biodegradados, enquanto
que em meios mais oxidantes, como observado na area sob BIN onde a
nitrato-reducdo predominou, o consumo dos substratos ocorre em uma
velocidade maior. Entretanto, tanto em condi¢des redutoras ou
oxidantes, os substratos com maiores propor¢des (etanol), sdo
primeiramente biodegradados e em taxas mais elevadas quando
comparados com outros compostos em menores fragdes (BTEX).

A criagdo de um modelo conceitual que explicou a biodegradacao
do etanol (e seus subprodutos organicos) ¢ dos BTEX em um cenario de
contaminagdo de um aquifero com gasolina comercial foi feita com base
no observado nas areas experimentais. No modelo, em uma area
expostas as mesmas condigdes, a taxa de biodegradacao esta relacionada
a fragdo do substrato na mistura. O etanol, por estar presente em maior
fracdo, possui maior taxa de biodegradagdo. A medida que os BTEX
aumentam de fracdo na mistura, a sua velocidade de biodegradacdo
também aumenta. Logo, estimular a biodegradacgdo do etanol deve ser o
foco de estratégias de remediagdo de dguas subterraneas impactadas por
gasolina comercial.

Portanto, os conhecimentos adquiridos com este trabalho fazem a
diferenga, pois testam teorias desenvolvidas em laboratério na
complexidade de ambientes naturais. E introduzida uma nova
abordagem de atenuacdo de poluentes nos processos de tratamentos
bioldégicos, como técnicas de biorremediagdo, j4 que a remoc¢ao de um
poluente alvo, como os toxicos BTEX, dependera da presenca dos
demais substratos disponiveis. Assim, a consideracdo da interacdo de
multiplos substratos se faz necessaria para que se possa controlar a
concentracdo de um contaminante isolado e, deste modo, sejam
alcancados padrdes regulatdrios, como niveis de potabilidade.
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RECOMENDACOES

A fim de se estender o padrdo de biodegradacdo proporcional a
outros cenarios, recomenda-se a realizagdo de estudos:

1) Com micro-organismos adaptados e ndo adaptados a mistura
dos contaminantes etanol ¢ BTEX;

2) Em altas concentragdes de etanol e BTEX com fragdes iguais
na mistura;

3) Em misturas de outros combustiveis (como biodiesel/diesel e
iso-butanol/gasolina);

4) Com hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) presentes
em misturas de diesel e etanol,

5) Com misturas de outros substratos de interesse ambiental;

6) Que realizem outros calculos cinéticos.
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ANEXO A - Valores das concentracdes dos BTEX, etanol e acetato em

cada area experimental
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ANEXO B - Valores das concentra¢des de oxigénio dissolvido, nitrato,

ferro ferroso, sulfato, metano e potencial de oxi-redugdo em cada area

experimental
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