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RESUMO

A contaminagdo de aquiferos proveniente do derramamento de petrdleo e/ou
derivados é um dos problemas ambientais de alta gravidade, visto que nos aquiferos
estdo confinados 30% das &aguas doces presentes no planeta, capaz de
abastecerem a maior parte da populacdo. A contaminacgéo por derivados de petrdleo
torna a agua inutilizavel pois, dos diversos compostos presentes no contaminante,
benzeno, tolueno e xilenos sdo considerado o mais nocivo a saude humana. Uma
das formas de tratamento dessas aguas para que possam ser reutilizadas para
suprir as necessidades humanas é a biodegradacdo, consumo dos contaminantes
pelas coldénias de bactérias, presentes no meio, servindo como fonte de energia.
Esta remediacdo pode ser estimulada com a adicdo de receptores de elétrons —
nutrientes que atuam como agentes oxidantes para os contaminantes, fornecendo
energia para o desenvolvimento de populacbes especificas de bactérias. Um dos
receptores de elétrons utilizados é o sulfato de soédio, por sua alta solubilidade em
agua, facilitando sua capacidade receptiva de elétrons e valor maximo permitido no
padrdo de potabilidade 250 mg L (CONAMA, 2009). Para avaliar a capacidade
receptiva do sulfato de sédio foram montados microcosmos com solo (20 g) e agua
(98 mL), provenientes da fazenda Ressacada, simulando um aquifero. Foram
adicionados os contaminantes benzeno, tolueno e o-xileno a uma concentracao 60
mg L?* de cada, e sulfato de sédio a uma concentracdo de 10 mg L™ Os
microcosmos foram purgados com nitrogénio gasoso para propiciar uma condi¢cao
andxica. Em seguida os frascos foram lacrados e mantidos sob controle de
temperatura e luz. O monitoramento da capacidade receptiva do sulfato foi feito a
cada quinze dias, sacrificando um microcosmo e realizando as analises de benzeno,
tolueno e o-xileno por cromatografia a gas com detector de ionizacdo de chamas;
determinacdes de sulfato, acetato e demais nutrientes brometo, nitrato, nitrito,
fosfato e cloretos por cromatografica de troca ibnica com um detector de
condutividade; as determinacdes de Fe Il e sulfeto, ambos os produtos formados da
reducdo dos receptores de elétrons Fe lll e sulfato, respectivamente, por métodos
colorimétricos, utilizando a técnica de espectrofotometria; e controle de pH e
temperatura. A quantidade de receptores de elétrons sulfato ndo supriu a alta
demanda dos contaminantes, imobilizando as bactérias sulfatorredutoras. A
suposicdo € de que a matéria organica presente no solo foi utilizada como fonte

energeética para o desenvolvimento de bactérias Arqueas, identificadas por técnica



de biologia molecular e pelos metabdlitos acetato e metano, formados. O
decaimento da concentracdo de sulfato foi inferior a quantidade relativa necessaria
para degradar a concentracdo dos BTX presentes, estimada pelo balanco
estequiométrico para degradacdo do benzeno, assim como a quantidade de sulfeto
presente ndo corresponde ao produto da sulfatorreducdo, inviabilizado uma
conclusdo sobre a eficiéncia desta rota de biodegradacdo usando este solo e agua
subterrdnea. A sulfatorreducdo é um mecanismo de biodegradacdo com um gasto
energético alto. Para que esta rota de degradacdo ocorra € preciso auséncia de
oxigénio e que tenha condi¢des favoraveis para o crescimento bacteriano tais como:
pH entre 55 — 8,0, temperaturas entre 20,0 a 40,0 °C e 0S micros e macros

nutrientes.

Palavras Chaves: Contaminacdo de &guas subterraneas, Bioestimulacédo,

Sulfatorreducao



1 INTRODUCAO

A &gua € o recurso natural essencial a vida. E assegurado pela Constituicao
Federal o direito de todo ser humano em ter acesso a uma agua de qualidade,
livresde impurezas e contaminacdes.

De toda a &gua presente no planeta, 97% ndo sdo adequadas para a
dessedentacdo humana e uso doméstico. Somente 3% correspondem a agua doce,
propicia para o uso humano. A maior parte desta pequena porcentagem se encontra
no estado solido, presente nos polos, restando uma pequena fragdo disponivel para
0 uso dos seres vivos. De toda agua doce, 30% estd confinada em aquiferos.
Aquiferos sdo formacbes geoldgicas de armazenamento de aguas subterraneas.
Nos aquiferos sdo encontradas as maiores reservas de agua doce disponiveis da
Terra.

Sabendo que a quantidade disponivel de 4gua prépria para consumo € baixa
comparando a extenséo do planeta e dos milhares de humanos que a utilizam como
fonte vital, é desafio para os ambientalistas o cuidado e controle dessas aguas, que
muitas vezes estdo sendo contaminadas e se tornando impréprias para 0 uso
domestico.

Um dos maiores contaminantes das aguas subterrdneas sao os derivados de
petréleo. Utilizados como fonte de combustdo em industrias e meios automotivos,
eles sao transportados frequentemente por todo territério e armazenados em
tanques subterraneos. A falta de cuidado no transporte e armazenamento faz com
gue esses produtos, destacando-se a gasolina por ser comum e muito utilizada,
atinjam o solo e, consequentemente, as aguas subterraneas, contaminando nossa
reserva de agua potavel.

Das centenas de compostos presentes na gasolina, a mistura de
hidrocarbonetos aroméaticos benzeno, tolueno e xilenos se destaca por ser
parcialmente solivel em agua, nociva a saude humana. A exemplificar, o benzeno é
considerado um composto cancerigeno.

Dentre as diversas formas de tratamentos de &guas subterraneas, a
remediacao in situ € comumente aplicada. Neste ramo da remediacdo destaca-se a
tecnologia passiva ou atenuacdo natural por ser uma alternativa de baixo custo,

porém lenta. Este processo de remediacdo pode ser acelerado ou bioestimulado
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pela adicdo de receptores de elétrons em locais contaminados por gasolina. O
desafio deste trabalho consiste em simular um aquifero contaminado, adicionando
sulfato como receptor de elétrons estimulando a biodegradacao do benzeno, tolueno
e o-xileno por bactérias sulfatorredutoras.

O trabalho foi desenvolvido no Nucleo Ressacada de Pesquisa em Meio
Ambiente — REMA, localizado no bairro da Tapera — Floriandpolis, Santa Catarina. O
Nucleo estd associado a Universidade Federal de Santa Catarina através de uma
parceria com diversos departamentos, destacando-se o de Engenharia Sanitaria e
Ambiental. O REMA desenvolve pesquisa relacionando a problematica das
contaminagdes de solos e 4guas subterrdneas por petréleo e derivados de petroleo,

propondo técnicas de biorremediacdo e modelagens matematicas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Diante de diversos problemas ambientais que o mundo vem sofrendo, um dos
grandes desafios dos ambientalistas é o tratamento de aguas subterrdneas
contaminadas por petroleo e seus derivados, destacando-se o benzeno, tolueno e o-
xileno. Essas contaminag@es normalmente ocorrem por derramamento de petréleo e
derivados nos solos, durante o processo de transporte, e por vazamentos de

reservatorios de postos de combustivel, atingindo os confinamentos de agua.

2.1 Gasolina

A gasolina & composta praticamente de hidrocarbonetos alifaticos, aromaticos
e alguns derivados oxigenados (PETROBRAS). Quando derramada no solo, forma
uma pluma caracteristica de liquidos ndo aguosos. Ao atingir a 4gua subterranea a
gasolina dissolve-se parcialmente, sendo os compostos: benzeno, tolueno e xilenos
0s primeiros a se solubilizar em agua. O benzeno, tolueno e xilenos sédo produzidos
durante o processo de destilacdo e estdo associados aos produtos de refino,
gasolina, querosene e diesel. Sdo os constituintes mais sollUveis e moveis da fracao
gasolina e por isso sao utilizados como indicadores de contaminagcdo por
combustiveis fésseis. A solubilidade do benzeno em &gua é de 1750 mg L™?, do
tolueno 515 mg L™ e do o-xileno de 158 mg L (CORSEUIL, 1994).

Os hidrocarbonetos aromaticos, sendo eles o benzeno, tolueno, e xilenos
(isbmeros orto, para ou meta), sdo vildes ao organismo humano. Mesmo em
concentracbes na ordem de pg/L podem apresentar alta toxicidade, considerados
depressores do sistema nervoso central (SILVA, et al., 2002). Dentre os compostos:
benzeno, tolueno e xilenos, o benzeno é considerado o mais nocivo ao homem,
sendo comprovado seu efeito cancerigeno.

A resolucdo CONAMA n° 420 de 28 de dezembro de 2009, com base nos
parametros estabelecidos pela portaria n°® 518/2004 do Ministério da Saude, e
resolucdo CONAMA n° 396/2008 estabelece, para substancias quimicas, valores
padrdo que permitem a potabilidade das aguas subterrdneas, sendo os valores
maximos permitidos: Benzeno 5 pg L%, Tolueno 170 ug L™, o-xileno 300 pg L.

A gasolina brasileira difere da maior parte das gasolinas comercializadas no

exterior. No Brasil, a gasolina € uma mistura de gasolina e 24-26% de alcool (Etanol
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anidro). A adicdo de etanol na gasolina influencia no processo de solubilidade em
agua, podendo aumentar a concentracdo de hidrocarbonetos aromaticos (BTX) na
agua subterranea, assim como o0 aumento da mobilidade da pluma de
contaminacdo, levando a uma dispersao da mesma pelo aquifero. Outra intervencao
do etanol é no processo de retardo da biodegradacdo de BTX (FERNANDES E
CORSEUIL, 1996; SANTOS, 1996). Durante o processo de biodegradagéo o etanol
é preferencialmente degradado, consumindo oxigénio. O etanol pode causar
alteracdo no ambiente inativando 0s microorganismos que degradam os
contaminantes aromaticos (CORSEUIL, 1997).

2.2 Microorganismos

Os microorganismos s&ao 0s principais agentes do sistema de biorremediacao
de aquiferos contaminados. As bactérias sdo capazes de converter um produto
toxico em um ndo toxico (YOUNG e CERNIGLIA,1995; ATLAS,1997).

Para a manutencdo do balanco de elétrons no metabolismo celular, os
microorganismos realizam uma série de reacdes cataliticas (GOLDSTEIN, 1985)
partindo da oxidacdo dos contaminantes durante o processo redox, fornecendo em
contra partida energia para as células microbianas (DOLFING et al., 2009) reduzindo
assim o impacto ambiental causado pelo contato dos compostos nocivos no aquifero
(ATLAS,1997).

Os microorganismos sobrevivem em seus habitats sob as condices
disponiveis. Quando alguma interferéncia atinge seu habitat leva a um distlrbio no
microecossistema, forcando as bactérias a passarem por um periodo de adaptacéo.
Apesar dos contaminantes servirem de fonte energética para essas bactérias é
preciso um tempo de adequacgdo para 0s microorganismos. A populacao nativa de
bactérias que sobrevivem na presenca do contaminante, apés a adaptacéo, inicia a
degradacdo. A populacdo de bactérias nativas também ¢é influenciada por fatores
abidticos tais como, pH, temperatura, disponibilidade de nutrientes, competitividade
e predacdo (BOWER e ZEHNDER, 1993; SANTOS, 1996).
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2.3 CondicOes para a ocorréncia da biodegradacao

A utilizacdo dos receptores de elétrons depende dos parametros de pH e do
potencial padrdao de reducdo (E°). Essas condi¢cdes determinam qual a reacao
predominante, na qual as bactérias tém um menor gasto energético. E comum que a
biodegradacédo ocorra na seguinte sequéncia: desnitrificacdo, reducao de ferro (lll),
reducado de sulfato e metanogénese (SMITH, 1997; FERNANDES, 2002).

Na figura 1 é possivel observar a ordem das reacfes redox utilizando os
receptores de elétrons energeticamente mais favoraveis para a degradacdo dos
contaminantes, sob pH 7 e temperatura de 25 °C.

Figura 1. Potencial padrao de reducdo para os receptores de elétrons.

POR (mV)
pH=T e T=25°C
1000 ] .
R. Aerdbias [ 4e+4H"+ 0> 2H0 +820
10 + 12H* + 2NO3= N2 + 6H:0 +740

R.Anaerdbias
500 3 2e +3H*+ HCO:+ MnO; (s) 2 MnCOa(s) + 2H0  +520

e+ 2H* +HCOs + FeOOH (s) > FeCO++ 2H,0 50

8e+ 9H* + S042 > HS- +4H,0 220
8e-+ BH+ + CO, (g)= CH.(g) +2H,0 240

Quantidadede energia liberada
durante a transferéncia de elétrons

<

500 |

FONTE: STUMM e MORGAN (1981), adaptado por SERBENT, (2012).

O pH e a temperatura influenciam diretamente a atividade dos
microorganismos. A maior parte dos microorganismos se desenvolvem na faixa de
pH 6 e 8 (CHAPELLE, 2001; WIEDEMEIEIR, et al., 1999), porém alguns toleram
variacbes maiores. A temperatura € um fator primordial no desenvolvimento dos
microorganismos. Predominam em ambientes superficiais 0s microorganismos
classificados como mesdfilos — ativantes em temperaturas na faixa entre 20 — 40 °C
(CHAPELLE, 2001).
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2.4 Tecnologias de remediacéao

As acdes de remediacdo em locais contaminados podem ser classificadas
como: ex situ — o processo de recuperacdo ocorre fora do local onde houve a
contaminacdo, sendo necessario escavacdes e deslocamento do material
contaminado para outro local e; in situ — este processo ocorre no mesmo local onde

acontece a contaminacao, fomentando menores impactos (NANO, et al., 2003).

2.4.1 In situ

Em solo e aguas subterraneas contaminados, principalmente com petroleo e
derivados de petréleo, a remediacdo in situ € comumente aplicada devido ao baixo
custo comparado as técnicas ex situ e por apresentar resultados positivos para o
processo. Das técnicas aplicadas, destacam-se a bioventilacdo, aspersao de ar (air-
sparging), bioestimulacdo com receptores de elétrons, atenuacéo natural (tecnologia
passiva), bioaumentacédo, (land-forming), entre outras (HINCHEE et al., 1994,
NORRIS e MATTHEWS, 1994). A técnica utilizada depende da demanda de
contaminante e é baseada no cenario onde ocorre o derramamento (RAMOS, 2013).

Em locais onde ha escassez de nutrientes e receptores de elétrons é inviavel
a aplicacdo do processo de atenuacdo natural. Neste caso, faz-se uso de
tecnologias de remediacao ativas (RAMOS, 2013), nas quais ha interferéncia da
engenharia durante os projetos, com intuito de acelerar a descontaminacao
(FAHRADIAN et al., 2008).

Sao ditas como tecnologias ativas: a) asperséo de ar — injecdo de ar na zona
saturada, formando canais (JOHNSON, et al., 1993). H4 um aumento do oxigénio
dissolvido e a volatilizacdo dos contaminantes presentes no aquifero (NORRIS et al.,
1994). Esta técnica € adequada para aquiferos homogéneos; b) bioventilacdo —
bioestimulacdo da biodegradacdo aerdbica. Ocorre o fornecimento de oxigénio no
meio (HINCHEE et al.,, 1994); c) bioestimulagdo com receptores de elétrons —
insercdo de nutrientes e/ou receptores de elétrons no local da contaminacao
(LIEBEG e CUTRIGHT,1999). Os nutrientes e/ou receptores de elétrons sao
injetados promovendo condi¢cfes seletivas e 0 aumento da taxa de biodegradagao
dos contaminantes (HOOLIGER et al., 1997; DA SILVA et al., 2005; FAHRADIAN et
al., 2008). Os principais receptores sao o oxigénio, nitrato, ferro (Ill) e sulfato
(CORSEUIL, 1997).



22

2.5 Biodegradacao

A biodegradacdo consiste em uma reagado contendo contaminante (como por
exemplo, os BTX), juntamente com um receptor de elétrons, nutrientes e
microorganismos. Destacam-se como receptores 0S compostos que possuam
afinidade por elétrons (redutores). Biodegradacdo procede de uma reacdo redox,
onde o hidrocarboneto é oxidado, ou seja, doa elétrons, e os receptores de elétrons
séo reduzidos, isto é, ganham elétrons (FERNANDES, 2002).

2.5.1 Biodegradacgao Aerdbica

O processo aerbbico € o mecanismo preferencial de biodegradacdo de
contaminantes de petroleo e/ou derivados de petroleo. Os microorganismos nativos,
com o auxilio do oxigénio (receptor de elétrons) e nutrientes presentes no meio, séo
capazes de biodegradar os hidrocarbonetos (GOLDSTEIN et al., 1985).

A facilidade da biodegradacao utilizando oxigénio como redutor no meio esta
relacionada ao peso molecular da matéria organica, dita como hidrocarbonetos
provenientes do petroleo e/ou derivados de petréleo. Hidrocarbonetos com baixo
peso molecular sdo comumente favorecidos para este processo (ATLAS e BARTHA,
1987).

Esta € uma técnica vantajosa energeticamente e de rapido processo, porém é
limitada pela presenca de oxigénio dissolvido. O rapido consumo de oxigénio pelos
microorganismos resulta em posterior inibicdo do processo de degradacéo aerdbica
(HUTCHINS et al., 1998; DA SILVA, 2005).

2.5.2 Biodegradacao Anaerobica

As limitacBes das condicdes aerdbicas tornam a técnica de biodegradacao
bioestimulada por receptores de elétrons em condi¢cdes anaerdbicas interessante
para o tratamento de aquiferos contaminados com hidrocarbonetos (REINAHRD et
al., 1997).

Na auséncia de oxigénio, o ambiente fica adequado para a ativacdo das

bactérias anaerdbicas, que usam 0s demais receptores de elétrons no processo
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redox. Nesse ambiente anoxico, séo utilizados como receptores de elétrons o nitrato,
ferro (l11), sulfato e o didxido de carbono (FERNANDES, 2002).

Na escassez de oxigénio dissolvido, as bactérias anaerdbicas iniciam a
degradacéo dos hidrocarbonetos aromaticos. Porém, para as bactérias anaerébicas
serem ativamente produtivas, além da auséncia de oxigénio, algumas condi¢fes
devem ser atendidas, tais como, pH, temperatura, salinidade e potencial oxidag&o-
reducao (FERNANDES, 2002).

A bioestimulacdo anaerobica € uma tecnologia de remediacdo que vem
recebendo destaque por ser uma metodologia economicamente viavel comparada
as alternativas de remediacdo e também pelos receptores de elétrons serem
compostos quimicamente mais estaveis do que o oxigénio. Por ser bioestimulado, o
método ndo possui a limitagdo proveniente da caréncia de receptores de elétrons
(REINHARD et al., 1997; DA SILVA et al., 2005).

O nitrato pode ser adotado como receptor de elétrons pelos microorganismos
sob condicbes anaerdbicas, para degradar os hidrocarbonetos, destacando o mix
benzeno, tolueno e xilenos. Este mecanismo € conhecido como desnitrificacdo. O
produto da desnitrificacdo € o dioxido de carbono, dgua e nitrogénio gasoso (Ny).

A caracterizagdo da ocorréncia da desnitrificacio é o decaimento da
concentracdo da matéria organica (BTX) e das concentracbes de nitrato
(CHAPELLE, 1993).

A biodegradacado utilizando nitrato € amparada quando o meio possui pH
variando entre 6 e 10, e um potencial de oxidagdo-reducdo de 665mV e -200mV
(STOTZKY, 1974).

As condicGes para a ocorréncia de nitrato reducdo sdo: a) concentracdes
relativas de nitrato, b) matéria organica, c) populacédo de bactérias desnitrificantes, d)
auséncia de oxigénio dissolvido (STARR e GILLHAM, 1993).

A biodegradacdo utilizando Ferro (lll) como receptor de elétrons torna-se
predominante na auséncia de oxigénio dissolvido e nitrato, utilizados como
receptores de elétrons.

O ferro (lll) insolavel é reduzido a ferro (ll) soluvel pela matéria organica
(contaminante) com o auxilio de microorganismos. Esta via de degradacdo € muito
favoravel, visto que o ferro (lll) geralmente é o receptor de elétrons mais abundante
do meio e pode ser encontrado em sedimentos na forma de hidroxido, oxi-hidréxido
e oxido de ferro (lll) (LOVLEY et al., 1991).
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A degradacéo via ferrorreducdo € caracterizada pela presenca de ferro (ll)
dissolvido (BORDEN et al., 1994). Sdo notaveis altas concentracdes de ferro (1) em
ambientes contaminados com benzeno, tolueno e xilenos (LOVLEY et al., 1991).

De acordo com POSTGATE (1966 e 1979), citado por FERNANDES (2002) e
RAMOS (2010), as bactérias redutoras de sulfato passam a dominar a degradacéo
de hidrocarbonetos nos aquiferos contaminados ap0s a baixa e/ou inexistente
concentracdo de oxigénio, nitrato e ferro (Ill). Um dos favorecimentos deste dominio
€ proveniente do baixo potencial de oxida¢do-redu¢ado em pH = 7.

Durante o processo de sulfatorreducdo as bactérias Desulfovibio,
Disulfomicrobuim, Desulfanamusa e Desulfuramonas reduzem o sulfato (SO.%) a
sulfeto, nas formas de H,S, HS e S?, sendo o material organico oxidado e
mineralizado sob a forma de CO;, e H,O (SCHROT et al., 2001).

Segundo PARKIN (1994) citado por SERBENT (2012), as formas de sulfeto
sao influenciadas pelo pH e temperatura. A figura 2 apresenta um esquema da

influéncia do pH na formacéao das espécies de sulfeto em agua doce.

Figura 2. Distribuicdo de espécies de sulfeto em funcéo do pH da solucao aquosa,
25 °C.
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FONTE: PARKIN, et al., (1994), adaptado por SERBENT, (2012)

A respiracdo anaerObica com sulfato pode ocorrer por duas vias de fonte
energética. A primeira utilizando hidrogénio gasoso, nomeada como reacao
heterotréfica; e uma segunda opgao é utilizando compostos organicos como fonte
energética. Entre os compostos organicos, os alcoois sdo preferenciais como fonte

de carbono, porém os BTX também sao sugeridos como possivel fonte energética a
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ser utilizada pelos microrganismos no processo de sulfatorreducdo (SCHROT et al.,
2001).
A equacédo abaixo descreve o processo de oxirreducdo quando benzeno é

utilizado como fonte energética para a respiracéo anaerébica (GOMES, 2008):

CeHg + 4S0,% + 6H" + 0,1HCO; + 0,1NH,;" —>CsH;0,N + 2H,S + 2HS + 6CO, + 3H,0
(Reacéao 1)

Em condi¢gBes anaerobicas, a metanogénese seria a Ultima reacdo a ocorrer,
por ser menos favorecida termodinamicamente. As condicdes metanogénicas
ocorrem em potencial de reducédo abaixo de -200 mV e o pH igual a 7 (ZEHNDER,
1978).

O mecanismo de biodegradacao via metanogénese conduz os contaminantes:
benzeno, tolueno e xilenos, a diéxido de carbono e metano, intermediados pelas
bactérias metanogénicas (COZZARELLI et al., 1990; WEINER e LOVLEY,1998).

Este mecanismo decorre em duas etapas, envolvendo o processo de
fermentacao e respiracdo. Primeiramente 0os compostos: benzeno, tolueno e xilenos
séo fermentados pelas bactérias fermentativas, resultando em acetato e hidrogénio.
Em seguida o acetato e o hidrogénio séo transformados em produtos metabdlitos
para outras bactérias, produzindo metano, dioxido de carbono e dgua (ZEHNDER,
1978).

2.6 Cinética de biodegradacéo

Um dos parametros utilizados para a andlise da biodegradacao de compostos
organicos, é a taxa de biodegradacdo (WIEDEMEIER et al., 1999; WEISS e
COZZARELLI, 2008).

A taxa de biodegradacdo € proporcional ao produto da constante de
biodegradacdo k pela concentracdo do reagente C, sendo sua velocidade
determinada pela ordem da reacgéo n, (CHAPRA, 2008):

% = —k.C" (equacéao 1)
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Para a biodegradacdo de poluentes em solos e aguas subterraneas, é
utilizado, geralmente, o decaimento de reacdo de primeira ordem (WIEDEMEIER et
al., 1999; COZZARELLI et al., 2010; KAO et al., 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar 0 processo de biodegradagcdo dos hidrocarbonetos
monoaromaticos, tendo como destaque benzeno, tolueno e o-xileno por adi¢do de

sulfato em ambientes anaeroébicos.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar a eficiéncia do receptor de elétrons sulfato na degradacdo dos compostos
BTX.

- Determinar a concentracdo dos compostos volateis BTX, ao longo do tempo,
utilizando a técnica de cromatografia a gas.

- Mostrar através da cromatografia ibnica e a gas se houve ou nédo a geracdo dos
subprodutos: Acetato e metano, respectivamente;

- Determinar sulfetos dissolvidos e ferro (II) por métodos colorimétricos.

- Avaliar a presenca de microorganismos no experimento por meio de técnicas de
biologia molecular.
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4 METODOLOGIA

O trabalho foi desenvolvido no Nucleo Ressacada de Pesquisa em Meio
Ambiente — REMA, situado no bairro Tapera — Florianépolis, Santa Catarina. O
Nucleo de Pesquisa dispde da infraestrutura em equipamentos, vidrarias e materiais
necessarios para o desenvolvimento de pesquisa em aguas contaminadas por

petrdleo e seus derivados.

4.1 Microcosmo

O projeto envolve o estudo da reacdo de biodegradacdo dos compostos BTX,
presentes na gasolina, utilizando as bactérias sulfatorredutoras. Os experimentos
foram preparados em microcosmos. Os microcosmos representam uma simulagéo
de um aquifero, com tamanho reduzido e adequado para o estudo em bancada de
laboratorio. A disposicdo do experimento em microcosmos facilita o controle dos

parametros pH e temperatura, e de um ambiente favoravel para a sulfatorreducéo.

Figura 3. Microcosmo com solo e 4gua subterranea proveniente da Fazenda
Ressacada.

FONTE: Autoria Prépria (2015)
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O material sélido e a 4gua subterranea para a preparacdo dos experimentos
foram coletados no campo experimental do REMA. A agua foi coletada em um dos
pocos de monitoramento, livre de contaminantes. No local da coleta, foram
realizadas as analises de temperatura — 26,43°C, pH — 5,63, condutividade — 0,043
mS/cm, OD — 0,75 mg L™, e potencial de reducédo — 189 mV. Essas analises foram
realizadas em campo, utilizando um analisador de agua da marca Q&D Micropurge®
Flow Cell, modelo MP20-1380. Juntamente com as analises de Fe (ll), sulfeto e
anions, estes dados passaram a ser usados como o branco do experimento. O
sedimento foi coletado no campo experimental onde ndo havia contaminantes e/ou
adicdo de produto quimico, sendo realizadas analises para determinacdo das
guantidades iniciais de sulfeto e Fe (Il).

O experimento foi montado em frascos de penicilina, previamente lavados e
secados em estufa, com capacidade de 100 mL.

A coleta do solo procedeu apés um periodo longo de chuvas. Antes de
realizar a montagem dos microcosmos, este permaneceu em estufa durante 60
minutos, em uma temperatura de aproximadamente 50 °C. Na sequéncia foi
homogeneizado e peneirado e posteriormente, acondicionado nos frascos de vidro.

Pesou-se aproximadamente 20 g deste solido para cada vidro de penicilina
em balanca analitica SHIMADZU. Adicionou-se a agua subterranea, anteriormente
coletada e previamente filtrada, aproximadamente 10 mg L™ de sulfato de sédio com
objetivo de enriquecer o meio com receptores de sulfato. A concentracédo de 10mg L~
! foi pré-estabelecida em experimentos de campo realizados no REMA (SERBENT,
2012). Esta concentracdo otimizada permite a acdo das bactérias sem que o sistema
figue saturado de sulfato, inibindo o trabalho das bactérias.

Uma vez que a biodegradacéao via sulfatorreducéo é favorecida em ambiente
anaeroébico, foi borbulhado nitrogénio no sistema por cinco minutos, deixando o
oxigénio dissolvido em baixa concentracao e propiciando a condi¢do anaerdbica. Em
seguida, o microcosmo foi selado com septo de borracha, revestido com teflon,
juntamente com lacres de aluminio.

Para evitar interferéncias e/ou contaminacdo de outros compostos da
gasolina, foram empregados compostos grau P.A. (para analise) benzeno, tolueno e
o-xileno, da marca VETEC, considerados, dentre os constituintes da gasolina, os
compostos mais nocivos a saude humana e de maior solubilidade em aguas

subterraneas.
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Com base em experimentos realizados anteriormente em microcosmos,
(SANTOS, 1996) utilizou-se uma concentracédo de aproximadamente 60 mg L™ de
cada composto (benzeno, tolueno, o-xileno) através de seringas Hamilton de 50 pL.

Foram montados 20 frascos de microcosmos, sendo sacrificado um a cada 15
dias para as analises. Os frascos foram armazenados no escuro, para evitar
interferéncia da luz e também acondicionados em uma temperatura entre 23-27 °C.
Foram adotadas as técnicas de espectrofotometria para analise de ferro Il e sulfeto,
cromatografia liquida para determinacdo dos anions acetato, brometo, cloreto,
nitrato, nitrito, fosfato, sulfato, e cromatografia a gas para determinar a concentracao
dos compostos volateis (BTX e metano).

4.2 Instrumentacgao

4.2.1 Cromatografia Liquida e Gasosa

A cromatografia liqguida foi empregada para as determinacfes dos ions
acetato, cloreto, nitrito, nitrato, sulfato, fosfato e brometo.
A técnica de separacdo consiste em uma fase movel, eluente, e uma fase
estacionaria. O estudo foi realizado em um cromatédgrafo de ions da marca Dionex
ICS-3000, equipado com coluna Thermo Scientific lonPac ™ As22, 4x250mm, RFIC
™ com detector de condutividade, figura 4 . Como o objetivo é separar e quantificar
espécies carregadas, este tipo de equipamento é capaz de expressar resultados
confidveis com alta sensibilidade e facil operacgéao.

Para a curva de calibracdo foram utilizados padrdes da marca J. T. Backer,
empregando o método de chromatography with chemical suppression of eluent
condutivity — Standard Methods (AMERICAN PUBLIC HEALT ASSOCIATION,1992).

Uma solucao composta pela mistura de carbonato de sédio e bicarbonato de
sédio (4,5mM Na,COs / 1,4 mM NaHCO3;) foi utilizada como fase madvel eluente.
ApOs o sparging era eluido de forma isocratica no sistema.

E acoplado ao equipamento uma supressora, para evitar a interferéncia das
altas concentracdes dos eletrdlitos necessarios para a eluicdo em tempo razoavel do
analito. A supressora consiste em uma membrana de troca seletiva, uma solucéo
regenerante suprime a condutividade do eluente oriundo da coluna de separacéao,

somente os ions da amostra permanecem e sdo encaminhados para o detector. A
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supressora possui um recheio acido, caracteristico de resina trocadora de cations.

Segue o0 esquema de reagdo que ocorre na supressora:

Na'(aq + HCO3'aq) + resinaH’s)y —» resina Na*() + H2CO3(aq)

(Reacéo 2)

Figura 4. Cromatografo de troca ionica utilizado para as determinagdes dos anions.

FONTE: Autoria propria (2015)

As analises foram realizadas em triplicada, utilizando uma aliquota de 0,5 mL
da amostra, limpida, para evitar depdsitos na coluna.

Para a quantificacdo dos BTX e metano foi adotado a técnica de
cromatografia a gas. A determinacdo desses analitos foi realizada com o
cromatégrafo a gas da de marca Agilent (modelo 7890) com headspace auto
sampler estatico (modelo 7697 A) equipado com detector de ioniza¢do de chama e
coluna de silica fundida HP 1 (metil siloxano) n°® 19095z-123, com 0,53 mm de
diametro interno, 30 m de comprimento e espessura de filme 2,65 um. Este
equipamento se encontra acoplado a um computador com software chemStation. O
géas de arraste é o Hélio com fluxo de 7,0 mL min™.

As solucdes padrao utilizadas foram da sigma- Aldriche (Padréo certificado) e
a preparacédo foram realizadas segundo o método EPA/8015 A e D (US EPA, 1996).

A solucdo padrdo para metano foi preparada a partir do gas metano com
99,5% de pureza, da empresa White Martins. Para a determinacdo o gas metano é
borbulhado dentro de um recipiente que contém agua ultrapura, por um tempo, até
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atingir o equilibrio entre a fase gasosa e aquosa. A partir dos dados de presséo
parcial e constante de Henry, para o metano foi possivel calcular a concentracdo de
metano na fase aquosa (STUMM, MORGAM, 1981).

Figura 5. Cromatografo gasoso utilizado nas determinacdes dos compostos BTX e

metano.

FONTE: Autoria propria (2015)

Em vails de 20 mL, foram adicionadas aliquotas de1l0 mL da amostra extraida
dos microcosmos sacrificados, para as analises de metano e BTX, respectivamente.
Foram usadas as primeiras aliquotas, succionadas com o auxilio de uma seringa.
Os vails vedados, contendo a solucdo padrao ou amostra, foram submetidos a
extracdo por adsorcdo em fase soélida (SPME) pela exposi¢do a fibras recobertas
com PDMS (polidimetilsiloxano).

Essas amostras foram injetadas no equipamento por um injetor automatico
com liner para SPME, que expdem a fibra de SPME para dessorcdo térmica,
seguindo para o processo de particdo do analito entre a fase mével e a fase liquida
imobilizada no recheio da coluna.

O detector de ionizacdo em chama é normalmente acoplado quando se
deseja determinar hidrocarbonetos. Os compostos organicos geram ions e/ou
elétrons quando pirolisados com a temperatura da chama de ar sintético e
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hidrogénio. O detector consegue monitorar a corrente produzida por esses ions,
gerando picos no cromatogramas.

Foi elaborada uma curva de calibracdo em triplicada com intervalos de
concentracdes 0,025 mg L* a 5 mg L * com um limite de deteccdo de 0,010 mg L™

para o metano.

4.2.2 Espectrofotometria

Para as analises de Fe Il e sulfeto, utilizou-se a espectrofotometria. O método
aplicado foi baseado no AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION (1998).
Utilizou um espectrofotdmetro de bancada — HACH modelo DR 2500, figura 6.
Foram necessarios 25 mL de amostra para cada analise. As amostras passaram por
uma filtracdo, retendo as impurezas, pois como se trata de um método colorimétrico,

a transparéncia da amostra pode afetar nos resultados expressos.

Figura 6. Espectrofotometro de bancada.

Nas determinacfes espectrofotométricas foram utilizados kits comerciais que
adotam métodos baseados no Standard Methods (APHA, 1992). Métodos padrdes
baseados nas propriedades colorimétricas de sistemas conhecidos: método 3500-Fe
D para Fe I, utilizando o sistema de complexacdo com a orto fenantrolina. O Fe Il é
reduzido com cloreto de hidroxilamonio para Fe Il que reage com a orto fenantrolina

formando um complexo de cor vermelho-alaranjado com Amax =510nm;
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Método 4500-S2-D para o sulfeto dissolvido. O método utiliza o azul de
metileno. O sulfeto, em contato com um agente oxidante como o dicromato de
potassio numa solucdo fortemente acida reage com o ion N,N-dimetil-p-
fenilenodiamonio para produzir o azul de metileno (C16H18N3SCl) (Amax =664 nm).
Foram utilizados kit para analise de Sulfeto: Sulfite 1 reagent. Cat. 1816-32. HACH -
Acido sulfarico e 4gua desmineralizada. Sulfite 2 reagent. Cat. 1817-32. HACH —
(Dicromato de Potassio e agua desmineralizada).

Determinou-se Fe(ll) e S* a partir de uma curva analitica elaborada com

solucdes de sais de Fe Il e S7, de alta pureza.

4.2.3 Preparagéo da amostra de solo

Com base em FREITAS (2015), a andlise de Fe Il em solo foi realizada por
espectrofotometria, utilizando o mesmo método (método 3500-Fe D) aplicado para a
analise das amostras de agua. Porém, foi preciso realizar um processo de preparo
da amostra, neste caso, do solo. A extracdo do Fe Il presente nos solos dos
microcosmos foi realizada no LEMAS — Laborat6rio de Espectrometria de massa,
localizado no departamento de Quimica da Universidade de Santa Catarina. Foram
selecionadas cinco amostras, sendo uma delas o branco. Para avaliar a eficiéncia do
método, foi feita analise de uma amostra de referéncia Robin Test River Sediment
Samples (RS-3). Foram pesados em tubos falcons 0,05g de solo em duplicada,
adicionado 1 mL de acido cloridrico (37% m/v P.A.), sendo esta a solucao extratora.
Apds homogeneizacdo, foi encaminhado a acdo de ultrassom, em banho
ultrassénico, em uma temperatura controla entre 55 + 2 °C durante 30 minutos. Apés
este periodo, foi avolumado para 10 mL. As amostras foram encaminhadas ao
laboratério REMA, onde se procedeu a complexacdo com a orto fenantrolina. Uma
aliquota de 170 pL do sobrenadante foi pipetada, transferida para um nessler e
avolumada a 25 mL. Foi utilizado o mesmo kit comercial aplicado para as analises
de agua. A curva analitica adotada para as determinacdes foi elaborada a partir de
uma solucéo estoque de sulfeto ferroso 100 mg.L™, com intervalo de concentracées
de 0,10 mg L™* a 10 mg L™, sendo o limite de deteccdo considerado o primeiro ponto

da curva.
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4.2.4 Analise Molecular (QPCR)

Foi compilado ao presente trabalho os dados da técnica de gPCR, realizados
pela equipe de microbiologia do laboratério REMA, coordenado pela Bidloga Ana
Liedke.

O PCR (reacdo em cadeia de enzima polimerase) € uma técnica de carater
biolégico que permite amplificar pequenas quantidades de DNA. O processo
consiste em trés etapas: a) desnaturacdo — elevacao da temperatura com intencao
de separar as cadeias e desnaturar o DNA gendmico; b) anelamento — decaimento
da temperatura promovendo a anelagdo dos indicadores com a fita de molde de
DNA,; c) extensdo — elevacdo da temperatura para ocorrer a sintese do DNA pela
enzima Tag DNA polimerase (NASCIMENTO, REBELLO SUAREZ e SILVA PINHAL,
2010).

Para realizacdo desta técnica primeiramente foi executado a filtracado a vacuo,
utilizando uma membrana filtrante da marca Milipore de 0,22 pm.

Com auxilio do Kit de extracdo DNA MOBIO Power soil ™ Kit, foi executado a
extracdo do DNA. Este processo consiste em adicbes de solucbes quimicas
seguidas de centrifugacdes e filtracdes. Em seguida, foi possivel realizar a analise
de PCR quantitativa.

Duas analises foram realizadas, a quantificacdo de bactérias totais, Arqueas e
sulfatorredutoras. Os pares de iniciadores utilizados foram BACT1369F (5'-
CGGTGAATACGTTCCTCGG -3') e PROK1492R (5'- GGATTACCTTGTTACGACTT
-3') e a sonda TM1389F (5'- /56-FAM/CTT GTA CAC ACC GCC CGT C/3BHQ_1/ -
3), ARCH1-1369F (5'- CGGTGAATACGTCCCTGC -3' ) e PROK1541R (5'-
AAGGAGGTGATCCTGCCGCA -3') e sonda TM1389F (5'- /56-FAM/CTT GTA CAC
ACC GCC CGT C/3BHQ_1/-3") e 561-F (5'-GCG TGT AGG CGG TTT CTT AA-3) e
825-R (5'- TAC CCG CAGA CAC CTA GTT CT-3"), respectivamente. O equipamento
utilizado para as reacfes foi HT 7900 PCR Applied Biosystems, disponivel no
LAMEB (Laboratorio Multiusuario de estudos em Biologia - MIP/UFSC).

A programagcéao da gPCR foi a seguinte: 50°C por 2 min para desnaturagéo do
DNA, seguidos de 95°C por 10 min e 40 ciclos a 95°C por 15 s, e 60°C por 1 min.
Para as andlises de PCR que nao utilizaram a sonda TM1389F foi necessario usar o
corante Syber Green e com isso a programacéao de temperatura no equipamento foi

a seguinte: 50°C por 2 min, seguidos de 95°C por 10 min e 55 ciclos a 95°C por 15 s
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e 60°C por 1 min e por fim acrescenta-se a curva de fusdo (Melting curve), que é
95°C por 15 s, seguidos de 60°C por 15 s, 20 min de aquecimento e finaliza com
95°C por 15 s (BELLER et al., 2002).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Fatores que influenciam no processo de Biodegradacgéo

O principal objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade do sulfato como
receptor de elétrons na biodegradacdo dos compostos benzeno, tolueno e o-xileno
(BTX). Para tal, foram realizados ensaios em microcosmos planejados para
simularem em escala de bancada, as condi¢bes de derramamento de gasolina em
um aquifero. Os microcosmos foram preparados com solo e 4gua subterranea
coletados em uma area experimental do REMA, conforme detalhado previamente.

Os receptores de elétrons, produtos metabdlicos, pH, temperatura e
nutrientes sao parametros avaliados como indicadores da degradacdo dos
contaminantes no local. Os receptores de elétrons e produtos metabdlicos indicam
de forma direta a biodegradacdo dos contaminantes, enguanto os nutrientes, pH e a
temperatura estdo relacionados com o crescimento da populacdo microbiana e a
maior ativacdo das bactérias, responsavel pelo processo de degradacao.

O uso de microcosmo permitiu um controle maior desses parametros e das
condicbes. Foram preparados vinte microcosmos que a intervalos de quinze dias
foram sendo sacrificados, um a um, para a determinacdo dos parametros avaliados:
acetato, brometo, cloreto, nitrato, nitrito, fosfato, sulfato, sulfeto, Fe(ll), BTX e
metano. Os resultados obtidos nas andlises no periodo de 200 dias serdo
apresentados a seguir, em forma de graficos e os dados experimentais relacionados

no apéndice 1.

5.1.1 Receptor de elétrons Sulfato

O processo de sulfatorreducdo € verificado pela observacéo da diminuicdo da
concentracdo de sulfato e o aumento da producdo de sulfeto no meio. Com o
objetivo de favorecer este processo, foi efetuada a injecdo de sulfato nos
microcosmos, resultando em uma concentracdo préxima a 10 mg L. Na figura 7,
observa-se a variacdo da concentracéo de sulfato na fase aquosa do microcosmo ao
longo do tempo, para 200 dias. A variacdo acentuada e caracteristica do consumo
de sulfato pelas bactérias sulfato-redutoras ndo foi observada. A menor

concentracdo de sulfato detectada foi de 9,12 mg L™ , em 78 dias. As pequenas



38

diferencas nos valores encontrados para as concentragdes de sulfato podem estar
associadas a imprecisdes nas determinagdes associadas a erros experimentas.

A sulfatorreducéo é favorecida e pronunciada quando o ambiente esta livre de
oxigénio, ou seja, um ambiente andxico. Para buscar esta condicdes foi injetado gas
nitrogénio, durante cinco minutos, reduzindo a quantidade de oxigénio dissolvido na
agua. Porém, durante esta etapa, foi necessario que o frasco de penicilina
permanecesse sem lacres, ja que estava completo por dgua, e nao tinha head
space. Possivelmente, a purga nao foi efetiva, restando no frasco vestigios de

oxigénio, preferencialmente utilizado como receptor de elétrons pelas bactérias.

Figura 7. Concentracdo de sulfato (mg L™) na fase aquosa dos microcosmos em

relacdo ao tempo (dias), determinados por cromatografia ibnica (n=3).
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Os resultados foram quantificados através de comparacdo com uma curva de
calibracdo (Figura 8). Para a curva de calibracao foi preparada uma solucdo estoque
a partir de reagentes padrbes. Por diluicdo preparou-se sete novas solucdes
(solucao trabalho) com concentragbes distintas, realizando trés leituras para cada
concentracdo (tabela 1). Os parametros de mérito do método estdo baseados em na
curva analitica, método mais confiavel para ser aplicado em técnicas analiticas de
separacao. O limite de detecgéo (LD), utilizando a expresséo (RIBANI, et. al., 2004).

LD =33x % (Equacéo 2)
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Onde s é a estimativa do desvio padréo, calculado pela média do coeficiente
linear obtido das trés curvas (replicatas); e S é a média do coeficiente linear das trés
curvas obtidas (replicatas).

O limite de quantificacdo (LQ), o menor valor do analito que pode ser
quantificado na amostra. Representa uma relagdo entre a concentragdo, a precisao e
a exatiddo exigida. Utilizacéo a relagéo 10:1, o LQ € a razdo entre o desvio padrdo
do coeficiente linear pela inclinacdo da curva analitica. Esta relacdo resulta na
concentracdo minima quantificada e pode ser expressa pela equacao (RIBANI, et.
al., 2004):

LQ =10x ; (Equag&o 3)

Onde o s € o desvio padrao do coeficiente linear; S € o coeficiente angular da
curva de calibracéao.

Em técnicas de separacdo nem sempre é apropriado a utilizacdo do método
sinal-ruido. A curva € construida pela area do pico e, quanto maior o pico, maior a
relacao sinal-ruido, consequentemente, decai a resposta do LOD e LOQ (RIBANI, et.
al., 2004).

Tabela 1. Dados para a elaboracéo da curva de calibracdo para o sulfato.

Desvio

Conc. mg/L| Sulfato 1 Sulfato 2 Sulfato 3 ~ Média
Padréo
0,1 0,023 0,028 0,032 0,004509 0,0277
0,5 0,103 0,101 0,103 0,001155 0,1023
1,0 0,181 0,180 0,180 0,000577 0,1803
50 0,924 0,935 0,928 0,005568 0,9290
10,0 1,884 1,828 1,858 0,028024 1,8567
15,0 2,821 2,828 2,875 0,029366 2,8413
20,0 3,856 3,900 3,823 0,038631 3,8597

*Condi¢des: Técnica- Cromatografica ibnica com detector de condutividade.
Aliquota: Triplicata, 10 mL cada, da solugdo trabalho. Desvio padrdo e média,

obtidos por célculos matematicos.
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Figura 8. Curva de calibracdo para determinacao de sulfato.
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*CondicOes: Baseado nos dados da tabela 1

Tabela 2. Parametros de mérito para determinacéo de sulfato por cromatografia
iGnica.

Coeficiente | Coeficiente LD
Analito Linear Angular (mgL™ | LQ (mgL™
-0,0112 0,1913
Sulfato -0,0184 0,1924
-0,0074 0,1909 0.0777 0,235
Média 0,0056 0,1915

*Condic¢Oes: Aplicacdo das equacgdes 2 e 3, respectivamente.

5.1.2 Produtos metabolicos

O sulfeto é formado da reducdo do sulfato durante a oxidacdo da matéria
organica. A maior concentracdo de sulfeto encontrada foi de 0,041 mgL™ em 31 e
141 dias (Figura 9). Para uma estimativa teérica do sulfeto formado proveniente da
degradacédo via sulfatorreducdo dos compostos benzeno, tolueno e o-xileno foi

utilizado a estequiometria da reacdo com o benzeno, composto mais soltvel entre os
demais.
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CeHe + 48042_ + 6H" + 0,1HCO; + 0,1NH4+% CsH;O5N + 2H,S + 2HS + 6CO, +
3H,0 (Reacgéo 3)

Na degradacdo de um mol de benzeno (91,6 mg L™?) seriam consumidos
4mols de sulfato (433 mg L™) e formados 4 mols de sulfeto (145 mg L™%). As
concentracdes de sulfato e sulfeto encontradas ndo correspondem a estequiometria
molar tedrica da reacdo. A mistura de benzeno, tolueno e o-xileno na concentracao
presente nos ensaios necessitaria de aproximadamente 1299 mg.L™ de sulfato, para
sua total degradacdo. A adicdo de sulfato foi baseada em (RAMOS, 2010), que
adotou a concentracdo de sulfato presente nos solos Norte-Americanos,
aproximadamente 100 mg L™*. Como o presente trabalho é uma simulacédo de
aquifero e ndo esta tendo recarga de agua, foi reduzido para 10 mg L™, para evitar

possiveis inativacdo das bactérias em virtude da maior salinidade.

Figura 9. Concentracdo de Sulfeto (mg L™) na fase aquosa dos microcosmos em
funcdo do tempo (dias), determinada por espectrofotometria. Método de azul de
metileno 4500 — S*” D. Amax =664 nm.
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Em estudo complementar, foi evidenciado que o sulfeto pode se complexar
com Fe Il, presente no meio, formando sulfeto ferroso (FeS), tornando-se insoltvel
(BERNER, 1969).
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O Fe Il é um metabolito da degradacao via ferrorreducéo. Esta via é capaz de
inibir metabolicamente as bactérias redutoras de sulfato, por ser uma via de
degradacéo energeticamente mais favoravel (SERBENT, 2012).

As anadlises de Fe Il realizadas em agua e solo, através do método 3500-Fe D
— método 1,10 fenantrolina para o Ferro Il apresentaram niveis de Fe Il abaixo do
limite de deteccdo. O limite de deteccdo estabelecido para Fe Il foi de 8 ug.L™ .
Possiveis vestigios de Fe Il presente, ndo poderdo ser atribuidos ao resultado de
uma reducédo do receptor Fe Il e degradacao de matéria organica.

Na degradacdo de compostos orgéanicos, outro subproduto possivel de ser
formado é o acetato. Porém, por ser um intermediario, quando formado é
rapidamente consumido. Na Figura 10, pode ser observado a variacdo nas
concentracdes de acetato ao longo dos dias, tendo em 78 dias uma concentracdo de
17,80 mg L de acetato presente no meio.

Segundo estudos realizados por KUIVILA, et. al., (1989) e BAEDECKER et.
al., (1993), concentracbes de acetato proveniente da biodegradacdo de
hidrocarbonetos de petréleo, geralmente, ndo ultrapassam 3 mg L™. Acima desses
niveis, as bactérias utilizam preferencialmente o acetato como fonte de energia. O
elevado valor de acetato deve estar associado com matéria organica presente

originalmente no solo e que nao foi considerada nos ensaios.

Figura 10. Concentracao de acetato na fase aquosa dos microcosmos em funcéo do
tempo (dias), determinada por cromatografia ibnica (n=3).
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As analises de acetato foram feitas por cromatografia ibnica, seguindo os

mesmos parametros utilizados para determinacdo de sulfato, assim como para
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determinacao do limite de deteccdo e de quantificacdo (Tabela 4). Foram realizadas
trés injecbes separadas e medidas de area para cada concentracdo, utilizando a
curva de calibracéo (figura 10) para a quantificacdo da amostra.

Tabela 3. Dados para a elaboracéo da curva de calibracdo do acetato.

Conc.mg L™ |Acetato 1 |Acetato 2 | Acetato 3 | Desvio Padrao Média
pd 1 0,1 0,006 0,006 0,004 0,0011 0,0053
pd 2 0,5 0,031 0,025 0,027 0,0030 0,0277
pd 3 1,0 0,057 0,039 0,037 0,0110 0,0443
pd 4 5,0 0,396 nd 0,284 0,0791 0,3400
pd 5 10,0 0,658 nd 0,686 0,0197 0,6720
pd 6 15,0 0,988 1,022 0,960 0,0310 0,9900

Aliguota: Triplicata, 10 mL cada, da solucdo trabalho. Desvio padrdo e

média, obtidos por calculos matematicos.

Figura 11. Curva de calibracao para determinacao de acetato.
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Tabela 4. Parametros de mérito para analise de acetato por cromatografia ibnica.

Coeficiente Coeficiente LD LQ
Analito Linear Angular (mg L™ (mg L™
0,0083 0,0660
Acetato -0,0131 0,0689 0,0569 0,17
-0,0149 0,0660
Média 0,0129 0,0670

*Condic¢Oes: Aplicacdo das equacgdes 2 e 3, respectivamente.
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A presenca de acetato pode servir como fonte de carbono para as bactérias
metanogénicas (LOVLEY, et. al., 1996; SCHINK, 1997). O acetato formado é
utilizado como substrato pelas Arqueas metanogénicas acetoclasticas.

A via de reducdo metanogénica é pronuncia quando as concentracdes dos
demais receptores de elétrons sdo baixas e/ou escassas, ho ambiente.

Foi observado apds 63 dias o aparecimento de metano (Figura 12), assim
como o decaimento da concentracdo de acetato (Figura 9) no mesmo periodo de

tempo, indicativo da ocorréncia de metanogénese.

Figura 12. Concentracdo de metano na fase aquosa dos microcosmos em funcéo do
tempo (dias), determinado por CG - FID.

" 1
—m— Metano|

0,006 — o

0,005 - . . -
e

0,004 o
0,003 o

0,002 o

Metano (mg.L‘1)

0,001 -

0,000 + —N—u—n -

0 50 ' 1(IJO ' 1éO ' 2(IJO
Tempo (Dias)
*Condi¢des: Volume das amostras — 10 mL, em head space. O método de analise
utilizado para a deteccéo foi o EPA/5021A combinado com EPA/8015D (US EPA,
1997).

5.1.3 Temperatura

Os valores de temperatura estdo expressos na figura 13. Durante o periodo
de andlise foi caracterizado uma variagdo na temperatura, entre 20 a 27°C. A faixa
de temperatura obtida esta dentro da faixa favoravel para o desenvolvimento das
bactérias, 20 a 40 °C (CHAPELLE, 2001).
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De acordo com US EPA, 1997 os aquiferos sofrem uma baixa variagdo na
temperatura. Sendo os microcosmos uma simulacdo de aquiferos contaminados,
teve-se cautela em armazenar os frascos com 0s microcosmos em ambiente com a

temperatura controlada em um intervalo menor de variacao.

Figura 13. Variacao da temperatura dos microcosmos ao longo do tempo (dias).
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5.1.4 pH

Os valores de pH detectados ao longo do periodo de andlise, apresentaram
uma variacdo de 55 a 6,5, como pode ser visto na figura 13. Apesar dos
microorganismos preferirem pH alcalino, na faixa de 6 a 8 (CHAPELLE, 2001),
algumas bactérias sulfatorredutoras sdo caracterizadas por sua resisténcia e
capacidade de crescimento em pH acido (KOSCHORRECK, 2008).
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Figura 14. Variacdo do pH da fase aquosa do microcosmos ao longo do tempo
(dias).
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5.1.5 Nutrientes

7z

A disponibilidade de nutrientes é essencial no desenvolvimento dos
microorganismos atuantes na degradacdo dos contaminantes. Dentre os nutrientes,
destacam-se o fosfato, nitrato, nitrito e ferro. As analises destes nutrientes, por
cromatografia i6nica (dados ndo apresentados), resultaram em niveis de
concentracbes abaixo do limite de deteccdo estabelecido pelo método, para os
analitos.

O solo e a 4gua nédo passaram por nenhum processo de adicdo de nutrientes,
visto que o objetivo do presente trabalho é a avaliacdo da eficiéncia dos receptores
de elétrons sulfato para o tratamento de aquiferos contaminados com derivados de
petréleo. Portanto optou-se por trabalhar com o solo e a agua coletados no aquifero
do nucleo de pesquisa da Fazenda Ressacada, sem modificar sua composicao.

O aumento do carbono, decorrente da contaminacédo do meio, pode levar a
deplecdo dos nutrientes (ALEXANDER, 1994 apoud WILLIAM, 2007). Os baixos
valores de nutrientes no ambiente dos microcosmos ndo admitem qualquer
associagcdo a presenca, diversidade e abundancia de grupos microbianos

especificos.
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5.2 Compostos benzeno, tolueno, o-xileno.

Nas anélises de benzeno, tolueno, o-xileno, realizadas ao longo do tempo em
dias, ndo foi observado decaimento da concentracdo destes contaminantes. A
variacdo encontrada nos valores (Figura 14) pode ser derivada de uma série de
erros experimentais associados a analise de uma unica replicata. Como se trata de
compostos volateis, durante a adicdo dos compostos pode ter oocorido alguma
perda, ou alguma suspensao de ar presente na micro-seringa, ou calibracdo da
mesma. Outra fonte de erro também associada as transferéncias de volumes, foi
durante a retirada da aliquota, no processo de extracdo, pois foi preciso extrair
pequenas quantidades varias vezes, até completar o volume necessario (10 mL)
para a analise.

Outro fator que pode ter influenciado no comportamento observado no grafico
€ a adsorcéao, caracterizada como uma interacdo do contaminante com particulas no
solo, resultando em um lento deslocamento do contaminante para a &agua
subterranea, efeito conhecido como retardo (BEDIENT et al., 1994). Ou ainda, nessa
direcédo de raciocinio, o efeito de retardo poderia ser devido a adsor¢céo no septo de
borracha do vidro de penicilina. Embora, apesar de tratar-se de compostos menos
densos que a agua, as concentracfes adotadas para o benzeno, tolueno e o-xileno

encontravam-se abaixo do limite de solubilidade dos compostos.
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Figura 15. Concentracdo dos compostos Benzeno, Tolueno, e o-Xileno ao longo do
tempo em dias.
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*Condicfes: Volume das amostras — 10 mL, em headspace. O método de analise
utilizado para a deteccéo foi o EPA/5021A combinado com EPA/8015D (US EPA,

1997). Quantificado por curva analitica, com LD = 1 pg.L™.

Para investigar se ocorreu degradacao de algum composto presente no meio,
o mais indicado seria realizar os célculos de taxa de biodegradacédo. A determinacéo
desta taxa € importante para avaliar processos de biorremediacdo (WIEDEMEIER,
1999). Usando a equacao de cinética de biodegradacédo exposta na equacédo 1, na
seccdo de 2.6 da Revisdo bibliografica, foi elaborado um gréfico de In[BTX] por
tempo (dias) (Figura 16), tendo a inclinacdo da reta a constante de velocidade.
Como se trata de uma reacdo de primeira ordem, a velocidade € diretamente

proporcional a concentracao do composto.
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Figura 16. In da concentracdo de Benzeno, Tolueno e o-Xileno em fungcao do
tempo, em dias.
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O tratamento matematico referente a cinética de degradacdo ndo mostrou um
ajuste a equacédo de velocidade de primeira ordem, colaborando com as evidéncias
de que nao ocorreu degradacdo de nenhum dos trés compostos adicionados ao

meio.

5.3 Resultado Molecular (qPCR)

Duas amostras foram analisadas, uma contaminada e outra sendo o branco.
Os resultados gerados de gPCR confirmaram a presenca de bactérias totais nos
microcosmos (2,06x10° e 9,03x10" respectivamente). Também, observou-se a
presenca de Arqueas no microcosmo contaminado (6,71x10%), porém ndo foi
detectado no branco. As analises realizadas para determinacao das bactérias sulfato

redutoras foram inconclusivas.
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6 CONCLUSAO

O uso de microcosmo para avaliacdo do presente trabalho permitiu um
controle das temperaturas e pH, minimizando as intervencdes e facilitando os
estudos realizados no meio. A simulagdo realizada é capaz de replicar a eficacia de
um projeto sem precisar realizar um estudo em grande escala e que, eventualmente,
possa levar a grandes contaminagBes, caso 0 método aplicado ndo atinge os
objetivos almejados.

Os resultados obtidos, ndo mostraram predominancia significativa do
processo de sulfatorredu¢do nos microcosmos avaliados. O decaimento da
concentragdo de sulfato foi inferior a quantidade relativa necessaria para degradar a
concentracdo dos BTX presentes, estimada pelo balanco estequiométrico para
degradacdo do benzeno, assim como a quantidade de sulfeto presente néo
corresponde ao produto da sulfatorreducéo, inviabilizado uma concluséo sobre a
eficiéncia desta rota de biodegradacéo para tratamento de aquiferos contaminados
com derivados de petréleo.

Como o objetivo era a simulacdo de um aquifero, ndo foi feita alteracdo na
agua e no solo coletado para elaboracdo dos microcosmos. O solo in natura
possivelmente apresentava alguma quantidade de matéria orgéanica, que foi
preferencialmente utilizada pelas bactérias como fonte de energia, no lugar dos
compostos, benzeno, tolueno e o-xileno.

A biodegradacdo foi evidenciada pelos produtos metabdlitos acetato e metano
e pelo crescimento bacteriano ocorrido. A hip6tese sustentada é a de que durante o
processo para diminuir a concentracdo de oxigénio dissolvido no meio, o receptor de
elétrons energeticamente mais favoravel das bactérias, permaneceu vestigios de
oxigénio no frasco, pois o0 borbulhamento precisou ser realizado antes do frasco ser
lacrado. Com oxigénio presente e a matéria organica contida no solo, as bactérias
iniciaram o seu desenvolvimento, gerando acetato como resultado desta
degradacdo. ApGs o consumo do oxigénio, e uma producédo de aproximadamente 17
mg.L? de acetato, passou a ser pronunciado a via de degradacdo por
metanogénese. Esta rota foi comprovada com o aumento da concentracdo de
metano e de bactérias Arqueas.

A degradagdo dos compostos benzeno, tolueno, o-xileno pode ter sido

inviabilizada devido a auséncia de nutrientes. Trata-se de compostos aromaticos, em
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que € preciso um maior gasto energético para a degradacdo, a auséncia dos
nutrientes: nitrato, nitrito, ferro e fosfato, pode ter inibido a funcdo das bactérias no

ambiente.
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Tabela 5. Dados das Analises realizadas.

APENDICE 1

Amostras | Tempo | Temperatura | Fe (ll) Sulfeto Acetato Fosfato Nitrato | Nitrito | Sulfato | Benzen | Tolueno Xileno Metano
(Dias) (°C) (mg/L) | (mg/L) (mg/L) (mg/L (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | o(mg/L) | (mg/L) | (mg/L) (mg/L)
Branco 0 26,43 0,00 0 0,6410 N.D. 1,0023 N.D. 2,3653 N.A. N.A. N.A. N.A.
1 15 23,30 0,28 0,037 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. | 42,4549 | 46,5943 | 11,1532 | 0,00000
2 31 22,70 0,00 0,041 N.D. N.D. 1,3650 0,7660 9,5046 | 19,8317 | 16,7088 | 28,2979 N.A.
3 48 23,01 0,00 0,00 2,4623 N.D. 0,6870 | 0,5520 | 10,0426 | 53,3845 | 38,3000 | 31,6036 0,000
4 63 26,02 0,00 0,007 1,5790 0,3213 | 0,1010 | 0,1460 | 9,2316 | 37,4546 | 25,3115 | 25,4345 0,004
5 78 23,60 0,00 0,008 17,8033 N.D. 1,4613 N.D. 9,1250 | 55,8604 | 30,3698 | 20,5365 0,000
6 92 20,40 0,00 0,00 0,5160 N.D. 0,9133 N.D. 9,4570 | 73,9939 | 61,0994 | 54,0234 0,005
7 107 22,30 0,00 0,011 0,4590 N.D. N.D. N.D. 9,5047 | 77,5766 | 48,8752 | 35,5479 0,005
8 126 17,50 0,00 0,017 N.D. N.D. N.D. N.D. 0,1154 | 83,8569 | 73,3526 | 54,2980 0,005
9 140 20,30 0,00 0,041 0,1747 N.D. N.D. N.D. N.D. | 56,0703 | 36,4450 | 25,5112 0,005
10 155 22,40 0,00 0,032 0,2450 N.D. N.D. N.D. N.D. | 71,9727 | 46,8231 | 35,5327 0,005
11 182 23,90 0,00 0,012 0,4393 N.D. N.D. 0,0327 N.D. | 78,7973 | 58,5501 | 51,0770 0,004
12 197 20,40 0,00 0,008 0,5437 N.D. 1,0419 N.D. 10,4651 | 64,0491 | 44,3283 | 36,9252 0,005

N.D. — Nao Detectado; N.A. — Nao Analisado.




