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O que ¢ biorremediacao?

Conceito;

Degrada¢ao bioquimica;

: . N /
Tipos de Biorremediacao: f§
ex-situ
n-situ



Biorremediacao aerobia

Legenda:
1- Microorganismo

2- Contaminante (como petréleo ou outro composto organico)

=

Microorganismo Microorganismo digere o Microorganismo
metaboliza o contaminante e o converte libera CO, e H,0 no
contaminante em gases indcuos (CO,) e local de tratamento
organico em agua (H,0)
Modificado de EPA

Figura 2. Esquema simplificado da ag3o de microorganismos em processos de biorremediacio (EPA. 2001b)

Fonte: artigo UNICAMP
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Por que usar a biorremediacao?

Incineracio

Aterro

Biorremediacao in-situ

Tipo de tratamento de solo

——
0 820 1640 2460
Custo do tratamento por m’ de solo (délar) Fonte: artigo

Figura 1. Comparag3io entre os custos do tratamento de solos empregando diferentes técnicas de remediagao UNICAMP
(modificado de EPA)



Quais os impactos do BTEX?

Tox1cos tanto ao meio ambiente como ao ser humano, mesmo

em concentragoes da ordem de pg/L;

"‘.'L

Doengas € complicagdes;

Contaminam as aguas
subterraneas.




Tabela : Valores onentadores para solos no Brasil (CETESB, 2005)

CONCENTRACAO EM PESO SECO (mg kg-1)

Sakiceide Valores de intervengdo

prevencdo agricola residencial industrial
0,03 0.06 0,08
0,14 30 30 75
6.2 35 40 95
0.13 25 30 70
12,7 56.6 147.1 3848

Soma das concentragdes de dez compostos selecionados pela CETESB: antraceno, benzo(a)antraceno.
benzo k)ﬂuomteno benzo(g, h,7)perileno, benzo(a)pireno, criseno. dibenzo(a, #)antraceno, fenantreno,




Tabela 2. Coeficiente médio anual de mortalidade por leucemia (x 100.000) por
Erupos ocupacionais potencialmente expostos ao benzeno. Brasil, 2006-2011

Coeficiente médio de

Grandes grupos ocupacionais mortalidade por

leucemia
(x 100.000)
Quimicos 6,0
Assistentes de laboratério 6,7
Frentistas de posto de combustiveis 3,4
Tapeceiros/estofadores e afins 6,0
Trab. do couro, sapatos e fabrica de calcados 4,9
Operadores e mecanicos de maquinas e motores 4.2
Pintores e afins 5.1
Impressores e impressao grafica 6,9
Refinaria, destiladores e outros da indastria quimica 3,6
Operadores de maquinas de fabricar borracha 2,8
Operadores de maquinas em lavanderias e tinturarias 6,1

Fonte dos dados: Estimado com dados dos Sistema de Informacho sobre Mortalidade (SIM), 2006-2011, do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), 2010 e da FINJEM



* % % Ot %

Fatores que influenciam a biodegradabilidade
dos contaminantes

Concentracao de contaminante;

Género e concentracdao de microorganismos catalisadores;
Condigoes fisica e quimicas do sitio contaminado;

Teor de matéria organica;

Presenca da vegetacao.



pH do solo
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p H Fonte: artigo
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Figura 3. Vanagio da atividade biologica com a mudanca do pH dos solos (modificado de Tate, 1995)



Temperatura do solo
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dos solos (modificado de lare, 1994) UNICAMP



Dificuldades na descontaminacao do BTEX

% 1 - Presenca de argilominerais;

% 2 - BTEX é hidrofdbico;




Atenuacao natural

% Biorremediacio in-situ;

% Uso de processos naturais para degradar os contaminantes
e reduzir suas concentracdes a niveis aceitaveis.



Exemplo

Legendu: ¢ :} Pogo de monitoramento ‘ Ponto de risco Fonte aceptora . tempo de contaminagio
Fonte pontual de co:::r':ia:\ge'o'
contaminagio By e i
e e ~\,’.a"'—-—--‘~\\
b . R B A <
£58 S . o e L N -
i | = 13 -1 ',‘\ I W 1%
"V .‘ AN \ \ , (\ '_l.s-_" 7 1 1 ‘
A :)'i - - 1
_ Sentido da t: 0 anos t: 2 anos t: 4 anos t: 6 anos
migraciao da pluma »

Figura 7. Exemplo da atenuagdo natural monitorada de uma pluma de hidrocarbonetos de petréleo



Quais microrganismos sao capazes de
metabolizar hidrocarbonetos?

% Os microorganismos sio do género Microbacterium,
Rhodococcus, Cladophialophora, Cladosporium e

Pseudomonas;

% Exemplo (estudo de caso):



Estudo de caso escolhido

% Tese de Nubia Martins de Oliveira (UFRGS) - Estudo 3;

% “Avaliacdo dos compostos dos combustiveis gasolina pura,
gasolina comercial e etanol, em solo, pelos processos de
atenuac¢ao natural e bioestimulacao (1% de glicose): escala
piloto e de laboratorio”.



Introducao

Objetivo geral dos estudos - biodegradacao em solo e
meio liquido;

Objetivo especifico - biodegradacao apenas no solo:
Analise da atividade microbiana - sistema fechado;
Reduc¢ao dos compostos presentes nos combustivelis -
sistema aberto;



Contextualizacao

% Tanques de Armazenamento
Subterraneos;

% Contaminagdo do solo por
combustiveis - 79%;

% Toxicidade dos compostos
da gasolina;




Contextualizacao

% Legislacdo Brasileira:

Compostos Concentracao
Area residencial Agua Agua potavel
Benzeno 0.08mg kg Spg Lt Spng.L!
Tolueno 30mg kg 700pg.L! 40pg. L
Xileno 30mg kg 500pg.L! 20ng. L}

Y Gasolina brasileira: mistura com etanol e suas
consequéncias;




Resumo do estudo 3

% Biorremediac¢do por atenuac¢io natural:
- Sistemas fechados - frascos de 1,5;
- Sistemas abertos - tubos de PVC;

% Concentra¢des dos compostos de acordo com a CETESB.



Materiais - Solo

% Amostras de solo in natura;

% Argissolo vermelho distrofico;

% Armazenamento com condi¢des controladas.



Unidade

Indice SMP
Fosforo
Potassio

Matéria Organica
Aluminio trocavel
Calcio trocavel
Magneésio trocavel

Al+H

Capacidade de Troca de
Cations

Saturacao de bases
Saturacdo de Aluminio
Enxofre
Zinco
Cobre
Boro
Manganes
Nitrogénio (TKN)

gxkg”
H>O

mgxdm'3
mgx dm>
gxkg!

cmolcxdm'3
cmolc><dm'3
cmolcxdm'3
cmochdm'3
cmochdm'3

% SAT da CTC
% SAT da CTC

mgx dm>

mgx dm>

mgx dm™

mgx dm™

mgx dm>
%




Materiais - Combustiveis

% Gasolina pura, gasolina
comercial e etanol;

% Fornecimento da
COPESUL - transporte e
armazenamento
controlados:

% Caracterizagdo dos componentes de cada
combustivel;




Gasolina pura e comercial - caracteristicas

% em volume dos compostos presentes na

Compostos gasolina
Gasolina Pura Gasolina Comercial
Alcool-etanol 0 24.6
Total de aromaticos 30.0 21.9
Total de olefinicos 14.3 3.60
Total de saturados 55.7 495
Total 100 100
Benzeno 1.1 0.76
Densidade (mgxmL'l) 0.761 0.757

Fonte: Estudo de caso escolhido



Etanol - caracteristicas

Acidez com 4cido acético (mgxL™) 10.46
Aspecto visual Limpido, sem material em suspensao
Condutividade a 20°C (uxSxm™) 0.921
Cor Alaranjada
Densidade (mgxmL™) 0.7908
Pureza 99.5%

Fonte: Estudo de caso escolhido




Meétodos - Analise respiromeétrica

% Medir a concentragdo de CO, em sistemas fechados;
% Titulagao da solugdo com HCl e BaCl;

pH abaixo de 8 pH entre 8,0 e 10,0 pH entre 10,0 e 12,0

% Cilculo da concentracdo de CO,:

(E=C0 L AR ot



Metodos - Analise por cromatografia

* O queé; l

% Determinacio da concentrac¢io

dos compostos dos combustiveis e
analisados; ’

% Todos os sistemas e formas de

biorremediacao;



Cromatogralo gasoso

Controlador
Forno contendo a
coluna cromatografica




Padronizacao do cromatografo a gas

% Solucio A:

Componentes % de Pureza
Benzeno 99.6
Tolueno 99.68
Xileno (1 meta: 1 para: 1 orto - v.v'l) 99..25
Co+ 98.03

M; x Pureza (%)
Mr

C;(®0 de massa) =



Padronizacao do cromatografo a gas

% Solucio B:
- Depende da solugao A;
- Determina a concentra¢ao de cada componente da

solucao A:

C; na solucao A X massa da solucao A adicionada em mg x 1000

C; (mgxkg'l) = -
. Massa total da soluciao B em g x 100



Padronizacao do cromatografo a gas

% Solucdo C:
% Verificar faixa de linearidade e curvas de calibracio;

% Depende da solug¢do B - 200, 400, 600, 800, 1000uL;

% Curvas de calibracio;



Padronizacao do cromatografo a gas

Calculo da concentracao de cada componente;

Calculo do fator resposta:
. _ -"\ip _ Aip
Aip_Fi XCip ou Cip_ E ou Fi_ C_lp
Calculo da concentracdao do componente 1 na amostra de
CipXIOmLpXAia

A, *m da amostra em g

solo:

Ci, (mg><kg‘1 de solo) =



Experimento - cromatografo a gas

"utilizaram temperatura e tempo de condicionamento do frasco de 80°C, por
15 minutos; programa de temperatura do forno de 40°C por 3 minutos,
seguido de taxa de aquecimento de 5°C.min.! até 90°C, mantido por 5 minutos
com posterior aquecimento de 10°C.min.”! até 150°C, permanecendo por um
minuto. As temperaturas do injetor e detector foram 120°C e 210°C,
respectivamente. Volume de injecao: 1.0ul, no modo gplitless. Nestas
condi¢des o tempo de analise for de 43 minutos."

% Comparagdo dos resultados com as concentragdes iniciais;



* X

* X

Estimativa do numero mais provavel (NMP)
para microrganismos heterotroficos

Placas de poliestireno;

Caldo nutritivo (3 g de extrato de carne ¢ 5 g de peptona,
diluidos em 1 litro com agua deionizada e o pH ajustado para
neutro);

Diluig¢do de 1 g de amostra de solo;

Coloca-se os 1noculos na placa de poliestireno € em condi¢des
especificas, apos 24 h, observa-se a turbidez do melio.



Estimativa do numero mais provavel (NMP)
de microrganismos degradadores

% Meio Bushnell Hass (BH):
- 0,2 g/L de sulfato de magneésio;
- 0,02 g/L de cloreto de calcio;
- 1 g/LL de dihidrogenofosfato de potassio;
- 1 g/LL de nitrato de amonio;

- 0,05 g/L de cloreto ferrico;



% Indicador de oxirredugdo cloreto de trifenil-tetrazolio (TTC),
na concentracao de 0,025 g em 100 mililitros de agua
destilada;

% Diluicido e adi¢do do meio mineral incolor + combustivel;

% Em condicdes especificas, avaliou-se a coloracio do indicador
redox



Determinacao do pH

% Realizada em 4gua (com relagdo de solo: agua 1:1,v/v);

% Total de 10 mililitros.



* ¢ % O

Experimento

Potes de 1,5L;
200 gramas de solo in natura;
Contaminacao feita com 5% de gasolina comercial;

Umidade corrigida para 12%;
Tempo de coleta: 0,1,2,3,7,15,30,70,90 e¢ 150 dias.



Experimento

Figura 7. 2 Sistema fechado, com frascos de vidro com 1,5 L, com amostra de solo.

a= branco e b= tratamentos



Resultados
e
discussoes



1. Cromatografia gasosa



Tabela 7. 1 Concentragdes, em mg kg™, dos compostos BTX e C9+ , em solos contaminados

com gasolina comercial ou pura, a 1 cm de profundidade, em sistema fechado, nos processos

de atenuagdo natural e bioestimulagdo em fungdo do tempo.

Processo de biorremediagio

Concentragdo dos compostos da gasolina comercial

(mg kg')
compasto Atenuaciio Natural Bioestimulagiio (1% glicose)
(dias) (dias)
0* 15 30 70 150 0* 15 30 70 150
Benzeno 762+ 25 116+ 39 1929 2: 6 0£0 658+ 276 121+ 49 16£12 4=1 0£0
Talueno 1262+ 59 271220 42424 4=2 0+ 0 1170257 279+ 12 26:16  §:£2 1£0
Xilenos 1005+ 43 202+ 8 69+ 45 10+ 2 2+ 1 978+ 128 197+ 67 3617  10=4 4x 1
€94 1861+ 78 263+ 12 153= 100 36=13 23+ 6 1746+ 91 235+27 90:£26 3129 41215
gasolina pura
(mg kg)
Atenuaciio Natural Bioestimulagio (1% glicose)
(dias) (dias)
0* 15 30 70 150 0* 15 30 70 150
Benzeno 685+ 114 205+ 14 70£27 13+ 5 00 596+ 105 231213 110+ 6 10+ 1 0£0
Tolueno 1726+ 56 530+ 1 23+ 5 242 00 1320+ 30 540+ 3 30+ 1 42 00
Xilenos 3130902 801+2 459+ 2 1172 34 6= 1 2393+ 608  798+77 558+ 6 104+ 6 1=3
C94+ 1737= 92 47520 256= 0 136= 43 6= 9 1525+ 387 76=124  284x 25  74= 20 47=3

Obs: * coleta 1 hora ap6s a montagem dos experimentos.



% Etanol favorece a biodegradagdo dos compostos
BTEX (diferentemente do que a literatura diz);

% Comportamentos diferentes dependendo do tempo
de coleta de amostragem;



Tabela 7. 3 Percentual (%) de redugéio dos compostos (etanol, BTX, C9+, TPH) presentes em
cada combustivel (gasolina comercial, gasolina pura, etanol), contido no solo, nos processos
de atenuagdo natural e bioestimulagdo. Os percentuais de redugdo calculados em relagio ao
tempo zero, de cada tratamento.

Percentual (%) de redugdo dos compostos da gasolina comercial

Atenueio Natural
(%)

9+ [ TPH Tolueno 9

86 | 87 80 87

92 | 9n 96 95
100 98 | 99 929 98
100 9 | 9 100 100 |98

Percentual (%) de redugdo dos compostos da gasolina pura
Mulnlelo Natural

!qu TPH C9+
74 67 69
85
96
100 100 |97

Percentual (%) de redugdo do etanol




2. Analise respirometrica
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Figura 7.4 Concentragbes de C-CO; produzidos pelos micro-organismos dos solos em
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% Testemunho 2 libera mais gas carbonico;

% Apos 30 dias, os tratamentos com combustivel passaram
a ter significativa liberagao de gas carbodnico.



3. Analise biologica



3.1 Microrganismos heterotroficos

% Naio houve aumento significativo no NMP de heterotroficos
no tratamento, no periodo de 0 e 150 dias.



Tabela 7. S Estimativa do NMP (niimero mais provével) de micro-organismos heterotréficos
totais nas amostras de solo dos tratamentos, em sistema fechado, na profundidade de 1 cm,
nos periodos de 0 e 150 dias.

" Estimativa do NMP de micro-organismos heterotroficos, das amostras de solo de cada tratamento (processo
ou testemunho), em sistema fechado, nos periodos de 0 ¢ 150 dias.
Processos: Atenuagdio natural ¢
Bioestimulagiio com combustivel:
(log. g"* de solo)
Gasolina |  Gasolina Etanol
comercial pura
6,47 524 546
1-Solo 6,15 6,62

3-Solo 621 618
+1% gicom BIE ¢ %9 6,41 6.26

T= Tempo em dias, AN = Atenuagiio natural, BIE = Bioestimulagiio,




3.2 Microrganismo degradadores

% Houve varia¢des nos valores de NMP dos degradadores
nos tratamentos, no periodo de tempo de 0 ¢ 150 dias;

% VariagOes observadas podem indicar mudanc¢a na
biodiversidade da microbiota.



Tabela 7.6 Estimativa do NMP (nimero mais provével) de micro-organismos degradadores
existentes nas amostras de solo (com e sem combustiveis) dos tratamentos, na profundidade
de 1 cm, no periodo de 0 e 150 dias.

[ Estimativa do NMP de micro-organismos degradadores das amostras de cada tratamento (processo ou
testemunho), em sistema fechado, nos periodos de 0 e 150 dias.

Processos: Atenuaciio natural e Testemunhos
Bioestimulacdo com combustivel (solo sem combustivel)
(log. g* de solo) (log. g"* de solo)
Gasolina | Gasolina | Etanol Gasolina
comercial pura comercial
423 4,01 3,70
1-Solo 423 3,85 4,30

2-Solo 4,35 346 0 3,56

+1% BIE [ 3230 3,70 372 | 150 3,90
glicose
T= Tempo em dias, AN = Atenuago natural, BIE = Bioestimulagdo.




4. umidade e pH



% A umidade ideal para atividade microbiana no solo é de 12 a
18% (tende a favorecer a degradagao dos hidrocarbonetos);

% Influencia quali e quantitativamente a atividade dos
microrganismo;

% Nio houve aumento significativo dos valores de pH no
periodo estudado (efeito tamponante que o solo pode
apresentar).



Tabela 7. 7 Valor médio de pH da amostra de solo de cada tratamento em sistema fechado,
nos periodos de zero e 150 dias.

Valores médios de pH da amostra de cada tratamento em sistema fechado, no periodo
0 e 150 dias
Processos com combustivel Testemunhos
Processos Gasolina | Gasolina Solo
comercial pura
50
53 5.3
49 49
43 4,6
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