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RESUMO

Acidentes ambientais tém ocorrido devido a exploragdo e comercializacdo de petroleo, causando graves danos
ao meio ambiente e a salde humana. Os derrames acidentais de hidrocarbonetos de petréleo sdo motivo de
grande preocupagdo na atualidade, principalmente devido a alta toxicidade dos hidrocarbonetos
monoaromaticos (benzeno, tolueno e xileno - BTX). A presente pesquisa avaliou o potencial de biodegradacéao
de solos contaminados com BTX com 20 a 26% de etanol, pelo processo de atenuagdo natural. Para a
realizacdo dos experimentos, foram utilizadas amostras de solo contaminadas artificialmente com benzeno,
tolueno e xileno (BTX). Para a preparacdo dos microcosmos e estudo do processo de biodegradacéo, 20 g de
solo foram adicionados em frascos de 100 ml, selados com tampa de butila e lacres de aluminio e incubados em
temperatura controlada no escuro. Os contaminantes foram adicionados aos microcosmos, para atingir
concentracdes de 10 mg.g™. Frascos contendo solo estéril juntamente com BTX também foram incubados para
servirem como controle abi6tico. Os resultados obtidos indicaram a possibilidade de remocéo de BT X em solos
acidos contaminados, através da atenuacdo natural, tendo-se observado elevada remocdo dos poluentes em
cerca de 40 dias de experimento. A baixa concentracdo de poluentes no solo, a partir de 20 dias, é um
indicativo da ocorréncia de biodegradagdo no inicio dos experimentos, mas a adsorgao e volatilizagdo também
parecem ser mecanismos importantes para a remocéo dos poluentes estudados.

PALAVRAS-CHAVE: Atenuacdo natural, Biodegradacdo, BTX, Solo contaminado.

INTRODUCAO

O setor petrolifero corresponde pela geracdo de 40% de toda a energia mundial. Acidentes ambientais tém
ocorrido devido a exploragdo e comercializacdo de petr6leo, causando graves danos ao meio ambiente e a
salde humana. Os derrames acidentais de hidrocarbonetos de petrdleo sdo motivo de grande preocupacdo na
atualidade. A contaminagdo de aqtiiferos por vazamentos de petr6leo é uma das possiveis ameagas da qualidade
de &guas subterraneas devido a alta toxicidade dos hidrocarbonetos monoaromaticos (Benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xileno -BTEX) (Fernandes et al., 2003). Os padrfes de potabilidade brasileiros estdo previstos na
portaria federal 518 (25.03.2004) do Ministério da Salde, onde a concentragdo maxima permitida para o
benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno sao de 5 pg/L, 170 pg/L, 200 pg/L e 300 pg/L, respectivamente.

Diante desses problemas, € de grande importancia avaliar as técnicas de remediacdo de areas contaminadas por
hidrocarbonetos de petroleo. Dentre os métodos de remediacdo empregados com sucesso ao longo dos anos, e
que sdo aceitos em todo o mundo pelas agéncias reguladoras, pode-se citar a injecdo de ar na zona saturada
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(air sparging), a extracdo de vapores, a biorremediacdo, as barreiras reativas e a atenuagdo natural monitorada.
O uso da biodegradacdo é uma das técnicas de maior destaque entre os ambientalistas como a maneira
adequada de se eliminar contaminantes da agua e do solo. Existem diversos trabalhos na literatura sobre
biorremediacdo de solos contaminados com hidrocarbonetos de petroleo. N&o obstante, estudos detalhados
sobre a biodegradacdo da gasolina no solo quando ela apresenta etanol em sua composicdo sdo raros ou
inexistentes.

Estudos da biodegradacao de hidrocarbonetos de petroleo tém demonstrado a possibilidade de aplicacdo de
tratamento aerdbio e anaerobio para esse tipo de composto organico (Moura et al., 2005). Além disso, a
avaliagdo de fatores que podem limitar o processo de biodegradacdo antes de se utilizar um tratamento
bioldgico se faz necessaria (Yerushalmi et al. 2003). O estudo da degradacdo de hidrocarbonetos de petrdleo
em solos contaminados com 6leo diesel através da atenuagdo natural, bioestimulagio (estimulo do crescimento
de microrganismos por diferentes fatores tais como introducdo de oxigénio, nutrientes e corre¢do de pH) e
bioaumentacgdo (aplicacdo de microrganismos degradadores enriquecidos em laboratério, devido a auséncia ou
baixa concentragdo de microrganismos no proprio local) indica uma maior eficiéncia da bioaumentacdo e da
atenuacdo natural para a biodegradacdo do 6leo diesel (Bento et al., 2003).

A biodegradacdo da gasolina brasileira, com um percentual entre 20 e 26% volume/volume de etanol, apresenta
um favorecimento para a biodegradacéo aer6bia do etanol e da biodegradacdo anaerdbia da gasolina, pois o
etanol é substrato preferencial dos microrganismos, podendo ocasionar o consumo total do oxigénio dissolvido
presente no meio para a sua degradagdo (Nunes et al., 2005). De acordo com Cunha et al. (2009), o etanol
presente na gasolina, apesar de aumentar a atividade microbiana, contribui para diminuir a biodisponibilidade do
BTEX (devido a sua retencdo no solo), tornando portanto sua degradacdo mais lenta. Assim, de acordo com
pesquisas ja realizadas, observa-se a necessidade de mais estudos sobre o processo de biodegradacdo para se
determinar a melhor maneira de se tratar derrames da mistura gasolina-etanol, de modo a contornar o efeito
negativo do etanol.

A presente pesquisa avaliou o potencial de biodegradacdo de solos contaminados com benzeno, tolueno e
xileno com 20 a 26% de etanol, utilizando-se uma das técnicas de biorremediacdo, que é a atenuacdo natural.
Os objetivos desse trabalho foram: (i) avaliar o potencial de biorremediacdo de solos contaminados com
benzeno, tolueno e xileno (BTX), através do processo de atenuacéo natural, e (i) verificar o efeito da adicéo de
etanol no processo de biodegradacéo.

MATERIAIS E METODOS
CARACTERIZACAO DO SOLO

A amostragem do solo foi realizada na regido oeste da cidade de Belo Horizonte, em Minas Gerais, em local
isento de contaminagcdo por hidrocarbonetos de petréleo, e sua caracterizagdo foi realizada em relagcdo aos
parametros de umidade, pH, nitrogénio, fosforo, matéria organica, calcio, 6xido de silicio, aluminio, ferro
(EMBRAPA, 2009). Realizou-se, ainda, a contagem de bactérias heterotréficas totais.

ESTUDO DO PROCESSO DE ATENUAGCAO NATURAL

O estudo do processo de atenuacdo natural foi conduzido de maneira a se avaliar o potencial de biodegradagdo
nas diferentes condi¢bes de contaminagdo do solo para hidrocarbonetos de petréleo, a uma temperatura de 20
°C. Para a realizagdo dos experimentos, foram utilizadas amostras de solo contaminadas artificialmente com
benzeno, tolueno, xileno (BTX), que sdo os componentes de gasolina de maior importancia ambiental, devido a
sua toxicidade e maior mobilidade no meio ambiente.

Para a preparagdo do microcosmo e estudo da biodegradacdo, foram utilizadas amostras de 20 g de solo,
adicionadas a frascos de 100 mL, selados com tampa de butila e lacres de aluminio e incubadas em temperatura
controlada no escuro. Os contaminantes foram adicionados aos microcosmos, para atingir concentragdes de 10
mg.g™, e foram utilizados frascos contaminados, porém com amostras de solo estéreis para o controle abiético.
O solo foi esterilizado através da adicdo de formaldeido (37 %). Na Tabela 1, apresenta-se a descricdo das
condicBes experimentais.
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Tabela 1: Descricdo dos experimentos de biodegradacéo
Experimento Descricéo
1 Solo + BTX* (BTX)
2 Solo + BTX* + 20 % de etanol (BTX 20)
3 Solo + BTX* + 26 % de etanol (BTX 26)
4 Solo + BTX* + formaldeido (frasco controle)
5 Solo + BTX* + 20 % de etanol + formaldeido (frasco controle 20)
6 Solo + BTX* + 26 % de etanol + formaldeido (frasco controle 26)

*Mistura BTX (10 mg.g™): 6,7% benzeno, 33,6% tolueno, 59,7% xileno

MONITORAMENTO

Apo6s 1, 20, 40, 100 e 168 dias de incubacdo, as amostras de solo foram analisadas para determinacdo da
concentragdo de hidrocarbonetos totais de petroleo (TPH). A amostra era homogeneizada, transferida para
baldo de destilacdo, acidificada com &cido tartérico até pH=3 e destilada, utilizando-se condensador reto com a
extremidade inferior adaptada a uma coifa mergulhada em cerca de 2 mL de acetonitrila HPLC. Apéds a
separacdo da fase orgénica, um volume dessa fase era pipetado e transferido para tubo de ensaio, contendo
cerca de 0,5g de sulfato de sodio anidro. Em seguida, adicionava-se no cromatografo para analise. As analises
de hidrocarbonetos no solo foram realizadas por cromatografia liquida, com cromatégrafo HPLC Agilent 1120
compact LC, Coluna C18 25 cm, fluxo 1mL.min?, fase mével: 76:24 (acetonitrila e 4gua), comprimento de
onda: 245 nm.

Anélises microbioldgicas de determinacdo do nimero total de bactérias heterotroficas presentes no solo foram
realizadas de acordo com o Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (2005) nas
amostras de solo dos microcosmos contaminados, no inicio e no final do experimento.

RESULTADOS E DISCUSSAO
CARACTERIZAGCAO DO SOLO

Os resultados de caracterizacdo do solo utilizado nos experimentos de biodegradacdo sdo apresentados na
Tabela 2. O solo utilizado é tipico do Cerrado apresentando pH é&cido, baixo teor de matéria organica e
elevado teor de aluminio. Sua capacidade de retencdo de &gua é relativamente baixa. A relacdo C:N:P é de
22,4:1,8:1.
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Tabela 2: Resumo dos resultados obtidos para a caracteriza¢do do solo
Parametro Resultado
Umidade 20 %
PH 4,8
Matéria Organica 0,74 %
Carbono organico total 1,12 %

Nitrogénio Total

0,09 % (900 mg.kg™)

Fésforo 0,05 % (529,82 mg.kg™)
Aluminio total 6,13 %

Célcio 0,029 % (295,81 mg.kg™)
Ferro 3,15 %

Oxido de silicio 73,0 %

Bactérias Heterotroficas Totais 3,90x10* UFC/g

EXPERIMENTOS DE BIODEGRADACAO

Os resultados obtidos nos experimentos contendo solo contaminado com BTX para os diferentes tempos de
incubagdo para os frascos contaminados (BTX) e frascos estéreis contaminados (frascos controle) sdo
apresentados nas Figuras 1 a 3, enquanto que a contagem de bactérias heterotréficas totais durante o periodo
experimental é apresentada na Figura 4.
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A andlise das Figuras 1 a 3 indicou a ocorréncia de baixas concentracdes de poluentes no solo ap6s um periodo
experimental de 40 dias, tendo-se observado menores concentracfes de poluentes ap6s 24 horas de incubagéo
(tempo 1) nos frascos contaminados em relagdo aos frascos contaminados estéreis (frascos controle). No caso
do benzeno, foi possivel observar concentracdes inferiores a 20 mg.kg™ apés 40 dias de monitoramento,
enquanto para tolueno e xileno essas concentrages foram observadas apds 100 dias de monitoramento.
Observa-se, ainda, que a maior parte dos contaminantes ja havia sido removida apés 24 horas de periodo
experimental. Para o benzeno, foi possivel observar maiores concentrages do poluente no frasco de controle
abi6tico durante todo o periodo experimental, indicando a ocorréncia de biodegradacao, mas os mecanismos de
adsorcdo e volatilizacdo também parecem ter contribuido para a remocao do poluente do solo.

Para tolueno e xileno, as maiores concentracdes dos poluentes no controle abidtico no inicio do experimento
sdo indicativas de ocorréncia de biodegradacdo durante até 20 dias de experimento, porém os mecanismos de
adsorcdo e volatilizacdo parecem ser 0s mais importantes para a remoc¢do desses poluentes. Resultados
semelhantes foram obtidos por Spinelli et al. (2005) que observaram, ap6s 26 dias de degradacdo, concentragéo
de hidrocarbonetos nos frascos controle préxima aquelas dos frascos contendo hidrocarbonetos de petréleo,
indicando que a contribuicdo da microbiota para o processo de biodegradacéo ocorreu no periodo inicial dos
experimentos. Os pesquisadores observaram, ainda, a formacéo de compostos intermediarios, tais como C8 e
C9 aromaticos, apés 12 dias de degradagéo.

A contagem de bactérias heterotroficas totais (Figura 4) indicou uma reducdo de unidades formadoras de
colénia durante o periodo experimental, sugerindo a presenca de microrganismos degradadores de
hidrocarbonetos no solo e a eliminagdo dos microrganismos que ndo conseguiram se adaptar a presenca dos
poluentes. Deve-se salientar que os experimentos foram realizados em pH &cido e, mesmo no pH natural do
solo, foi possivel remover os poluentes. As modificacbes do pH do solo e 0 aumento no teor de nutrientes
podem ser estudadas como alternativa para aumento na eficiéncia de remogao dos poluentes.

Os resultados obtidos nos experimentos contendo solo contaminado com BTX, acrescido de 20 e 26% de
etanol, séo apresentados nas Figuras 5 a 10.
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Nos experimentos de atenuacdo natural com adicdo de 20 % de etanol (Figuras 5 a 7), observa-se uma menor
concentragdo inicial de poluente nos frascos controle em relacdo ao que havia sido observado nos experimentos
sem adicdo de etanol. Esse fato sugere que a adicdo de etanol pode ter favorecido uma maior volatilizagdo
inicial de BTX (Finotti et al, 2009). Foi possivel observar, ainda, um pequeno diferencial de concentragdes em
relagcdo aos frascos de controle abidtico e frascos contaminados durante todo inicio do periodo experimental,
para tolueno e xileno, predominando a adsor¢éo e volatilizacdo como mecanismos de remogdo dos poluentes
do solo.

Para o benzeno (Figura 5), o diferencial de concentracGes aumentou para maiores periodos experimentais (entre
40 e 168 dias de experimento). 1sso pode indicar que, ap6s a biodegradacdo do etanol (considerando-se que ele
seja o substrato preferencial), a maior atividade microbiana tenha favorecido a biodegradagdo do benzeno.

Nos experimentos com adicdo de 26% de etanol (Figuras 8 a 10), as concentracdes observadas para BTX ap0s
40 dias de periodo experimental (1,13 mg.kg™ de benzeno, 8,06 mg.kg™ de tolueno e 5,04 mg.kg™ de xileno)
foram muito menores em relac&o a0 mesmo periodo para os experimentos sem adicdo de etanol (9,6 mg.kg™ de
benzeno, 38,3 mg.kg™ de tolueno e 36,5 mg.kg™ de xileno) e com adicéo de 20% de etanol (10,08 mg.kg™ de
benzeno, 48,12 mg.kg™ de tolueno e 31,2 mg.kg™ de xileno). Foi possivel observar, ainda, que durante todo o
periodo experimental as concentra¢es no frasco controle foram superiores as concentragdes nos frascos com
biodegradacdo, indicando que, nesses experimentos, a biodegradacdo deve ter ocorrido durante todo o periodo
experimental, e que a adicdo de 26% de etanol pode ter favorecido a degradacdo dos compostos, devido a
ocorréncia de uma maior biodisponibilidade.

A partir da andlise dos resultados, pode-se observar que as concentra¢des de BTX foram préximas nos
experimentos contendo solos contaminados sem adicdo de etanol e com adi¢do de 20% de etanol, para os
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periodos experimentais estudados, mas, nos frascos em que se adicionou 26% de etanol, observou-se uma
menor concentracdo de poluentes no solo para 40 dias de experimento.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos indicaram a possibilidade de remocao de BTX em solos &cidos contaminados, através da
atenuacdo natural, tendo-se observado uma elevada remocdo dos poluentes para cerca de 40 dias de
degradacdo. A baixa concentracdo de poluentes no solo, a partir de 20 dias, pode indicar a ocorréncia de
biodegradacdo dos poluentes no inicio dos experimentos, mas a adsorcdo e volatilizagdo também contribuem
para a remocao dos poluentes do solo.

Foi possivel observar que as concentracdes de BTX foram proximas nos experimentos contendo solos
contaminados sem adicéo de etanol e com adicdo de 20% de etanol, para os periodos experimentais estudados.
Né&o obstante, verificou-se que a adicdo de 26% de etanol, favoreceu a maior biodegradacéo dos poluentes.

O decréscimo observado na contagem de microrganismos no solo durante os experimentos, ndo afetou a
biodegradacdo do poluente, sugerindo que 0s microrganismos que restaram no solo eram potenciais

degradadores de hidrocarbonetos.
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