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RESUMO

A contaminacdo do solo e de &guas subterraneas com compostos de hidrocarbonetos de petréleo provoca
preocupacBes ambientais e de salude publica. Ela é considerada um problema generalizado uma vez que os
hidrocarbonetos sdo 0s contaminantes de ocorréncia ambiental mais frequente, um tipico efeito colateral da
atividade industrial. Entre as tecnologias disponiveis para lidar com os solos contaminados, a biorremediacdo
com base na atividade metabdlica dos microrganismos tem certas vantagens (VAN GESTEL et al., 2003). A
eletrobiorremediagdo aparece como uma ramificagdo da biorremediagdo e também vem sendo estudada e
analisada nos ultimos anos.

Em vista disso, o trabalho a seguir pretende apresentar o comportamento obtido pelos micro-organismos em
um sistema eletrocinético de remediagdo montado. Muitos pardmetros foram analisados como temperatura, pH,
PAHs, BTEX e TPH do sistema, além de ter sido realizado testes de biodegradacdo com bactérias e fungos que
foram isolados do sistema. Alguns dos fungos estudados foram também, possiveis de serem identificados.

PALAVRAS-CHAVE: Solos contaminados, eletrobiorremediacéo, hidrocarbonetos, micro-organismos.

INTRODUCAO

As preocupacbes com o meio ambiente estdo cada vez maiores em virtude da certeza que as atividades
humanas séo responsaveis pelas alteracbes ambientais. A crescente contaminacdo de solos e dgua subterranea
por hidrocarbonetos derivados de petroleo (6leo diesel, gasolina e demais derivados) tem sido destaque nas
Ultimas décadas, principalmente em funcéo da frequéncia com que 0s episddios de contaminacao sdo verificados
e da gravidade com que 0 meio ambiente é afetado (Spinelli, 2005).

Dentre as atividades industriais, uma das que mais ameagam 0 meio ambiente ¢ a atividade petrolifera. Em toda
a sua cadeia produtiva hd a possibilidade de contaminacdo do ar, das aguas e dos solos por uma gama de
compostos altamente poluentes (SORIANO, 2000).

Considerando a poluicéo e a toxicidade dos hidrocarbonetos derivados de petroleo, o desenvolvimento de uma
estratégia efetiva e ambientalmente correta para reduzir elas continua sendo um desafio. A crescente pressdo
pelas agencias regulatorias ambientais tem motivado o desenvolvimento de tecnologias limpas destacando a
tecnologia da biorremediacéo (Fernandez et. al. 2011).
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A biorremediacdo consiste em um processo que explora as capacidades cataliticas de organismos vivos para
aumentar a taxa ou extensdo de destruicdo do poluente, sendo uma importante ferramenta na tentativa de
mitigar a contaminagdo ambiental (Shi Liu e Joseph M. Suflita, 1993).

Visando amplificar as capacidades metabdlicas dos micro-organismos, a aplicacdo de um campo eletrocinético
vem sendo explorado na tentativa de remediar solos contaminados com hidrocarbonetos.

A eletrocinética pode realizar a degradacdo dos contaminantes do solo e a remogdo de metais pelo movimento
direto dos poluentes em resposta a aplicagdo de uma corrente elétrica continua (Miani, 2000). As principais
vantagens da remediacdo eletrocinética é que esse processo pode ser desenvolvido in situ e é particularmente
eficiente para solos de baixa permeabilidade. Recentemente, tem havido um interesse crescente na aplicacdo da
eletrocinética em areas contaminadas com compostos organicos hidrofébicos que apresentam baixa volatilidade,
baixa mobilidade, baixa solubilidade e baixa degradabilidade (Park et al., 2007; Saichek and Reddy, 2003).

O presente trabalho contém estudos de uma amostra de solo proveniente de tanques de armazenamento de
combustiveis a qual foi misturada a uma borra oleosa para aumentar o grau de complexidade da contaminacéo.

MATERIAIS E METODOS

O solo utilizado no presente estudo foi extraido de uma area contaminada por vazamento em tanques de
armazenamento de combustiveis. O mesmo foi utilizado em um sistema de eletrobiorremediacéo desenvolvido
no Laboratorio de Residuos Sélidos e Tratamento de Efluentes da Universidade de Santa Cruz do Sul/UNISC.
O sistema de eletrobiorremediacdo foi montado em um reservatério de acrilico que continha as medidas de
60x40x10 cm onde foram depositados 35kg da mistura de solo com a borra oleosa. Foram inseridos seis
eletrodos dispostos em distancias iguais e ligados alternadamente ao catodo e ao anodo a uma fonte de
alimentacdo em corrente continua a uma tensdo de 5V que posteriormente foi aumentada para 15,9V. Uma
bomba dosadora fazia passar 1 | de 4gua deionizada diariamente, mantendo o sistema saturado. Periodicamente
eram feitas medicOes de condutividade, temperatura e pH. A duragdo das andlises do sistema durou 180 dias.
Foi realizado o isolamento e identificacdo de alguns micro-organismos. Avaliou-se a capacidade de
biodegradacdo dos micro-organismos presentes no sistema quanto a sua capacidade de degradacdo dos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos.

Além dos parametros fisico-quimicos do solo, a contaminagdo por hidrocarbonetos foi monitorada avaliando-se
os valores de TPH, BTEX e PAH’s.

TRANSFERENCIA E ISOLAMENTO DE MICRO-ORGANISMOS

Uma amostra de 10g de solo foi diluida conforme a metodologia descrita por Abelho 2010. A dilui¢do foi feita
até 10", As solugdes 10~2 e 10™ foram inoculadas em placas de Petri. Foram utilizados trés meios de cultivo:
Agar Caseinato; Agar Nutriente e Agar Sabouraud. As placas com Agar Nutriente e Caseinato foram
armazenadas por sete dias em uma estufa a uma temperatura em torno de 35 a 37°C e as placas de agar
Sabouraud foram armazenadas durante 14 dias a temperatura ambiente. Apés o periodo de incubacdo, as placas
continham diferentes coldnias, as quais foram selecionadas para isolamento a partir de suas diferencas
macroscépicas. O isolamento foi realizado pelo método de esgotamento. (Antunes 1985). As placas foram
novamente armazenadas para crescimento com as mesmas condi¢des anteriores.

TESTE DE BIODEGRADAGAO E IDENTIFICACAO FUNGICA

Para a realizacdo destes testes micro-organismos isolados na etapa anterior foram utilizados. Nesse sentido
foram estudados 10 micro-organismos com caracteristicas morfologicas diferentes, isolados no Agar Nutriente,
6 em Agar Sabouraud e 10 em Agar Caseinato.

Os micro-organismos utilizados para o teste precisaram ser padronizados a uma concentracéo de 1,5 x 108 UFC
/mL o que corresponde a 0,5 na escala McFarland.
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O teste foi realizado em micropocos e para cada pogo, foi transferido 25uL de inoculo; 250uL de meio BH
(Bushnell Haas); 4pL de 6leo Diesel e 5 uL. de um indicador redox 2,6 Diclorofenol-indofenol (DCPIP) com a
concentracio de 120mg.L™(Hanson et al.,1993), durante 96 horas.

Para a identificacdo flingica, aplicou-se a técnica de microcultivo. Apds, observado o crescimento fingico em
ldminas sobrepostas por laminulas, as mesmas foram submetidas a identificacdo fazendo-se uso de Azul de
Bromofenol e de um microscépio com configuragdes na objetiva de 40x e 10x.

RESULTADOS

A temperatura do sistema tem relacdo direta com a temperatura ambiente. A temperatura ambiente variou de
8,4°C a 27,7°C durante a operacao do sistema.

O pH, foi monitorado frequentemente, e pdde ser percebido grandes variagdes. Havia dois pontos de medicéo,
um préximo ao catodo e outro préximo ao anodo. No catodo, o pH encontrava-se normalmente alcalino, e no
anodo, &cido. Esta situacdo se deve ao processo eletroquimico que acontece nas regides dos eletrodos, pois no
anodo ha formacéo de ions H* e no catodo, formagéao de ions OH".

Quando se concluiu 120 dias de operacgdo do reator, foi aplicado NaCl e o surfactante Tween 80 que fizeram
com que a condutividade sofresse uma elevacéo brusca. Antes da aplicacdo destas substéncias, a condutividade
elétrica das regibes do anodo e do catodo eram em média 450 e 646,2 uS/cm respectivamente, apos a injecéo
destes componentes até o desligamento a condutividade nestas respectivas areas era de 1.942 e 7.447 puS/cm.

Na Figura 1 é possivel analisar as variagdes sofridas pela condutividade.

Figura 1: Variagbes na Condutividade.
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Foi possivel observar nos gréaficos abaixo, os resultados obtidos quanto a degradacdo de BTEX, TPH e PAH’s.

O comportamento dos contaminantes durante o periodo de monitoramento apresentou-se bem variavel. A
Figura 2 apresenta os resultados encontrados para BTEX. Os hidrocarbonetos totais de petréleo (TPH)
oscilaram consideravelmente ao longo do periodo de experimentacdo, como pode ser observado na Figura 3. A
Figura 4 apresenta os resultados encontrados para PAH’s.
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Figura 2: Degradacdo de BTEX Figura 3: Degradacdo de TPH
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Figura 4: Degradac¢do de PAH
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Os BTEX solubilizaram-se no meio ao longo do periodo de experimentacdo. Por se tratarem de compostos
com baixo peso molecular, os mesmos tem uma maior potencial para serem assimilados pelos micro-
oraganismos presentes. Além disso, um processo de volatilizagdo também pode ser responsavel pela diminuicdo
em suas concentracdes ao final dos 180 dias.

Os hidrocarbonetos apresentam um maior peso molecular, e por consequéncia um menor potencial para sua
biodegradacdo. Os resultados iniciais, até 120 dias, indicam que o contaminante estd fortemente sorvido na
matriz de solo. Com a adi¢do do surfactante Tween 80, o contaminante foi liberado da matriz do solo, a uma
taxa muito mais elevada do que os micro-organismos do solo tinham capacidade de metabolizar, com isso os
valores de TPH apresentaram-se elevados ao final do periodo de testes. Outro fator que pode estar relacionado
com o aumento da concentracdo de TPH’s ao longo do tempo da aplicacdo da corrente elétrica no solo,
relacionado a dessorcdo de compostos organicos das particulas de solo.

Comportamento semelhante foi observado para os PAH’s, com a adicdo de surfactantes sua solubilidade
aumentou, e consequentemente sua biodisponibilidade, porém estes compostos apresentaram uma sensivel
diminuicdo em suas concentragdo em relagdo as concentragdes encontradas com 120 dias de testes, logo depois
da aplicagdo do surfactante.

O teste de biodegradacéo foi realizado com todos os micro-organismos isolados, como é possivel observar na
Tabela 1 a seguir, nem todos os micro-organismos apresentaram capacidade de biodegradacdo dos
contaminantes.
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Tabela 1 — Degradacéo do corante DCPIP pelos micro-organismos estudados
NUMERAGAO MICRO- DEGRADAGAO DO Ocorante SDCPIP
NAO APRESENTARAM
ORGANISMO PARCIAL | TOTAL DEGRADACAO

M1 Bactéria X

M2 Bactéria X

M3 Bactéria X

M4 Bactéria X

M5 Bactéria X

M6 Bactéria X

M7 Bactéria X

M8 Bactéria X

M9 Fungo X

M10 Fungo X

M11 Bactéria X

M12 Bactéria X

M13 Bactéria X

M14 Bactéria X

M15 Bactéria X

M16 Bactéria X

M17 Bactéria X

M18 Bactéria X

M19 Bactéria X

M20 Bactéria X

M21 Bactéria X

M22 Bactéria X

M23 Fungo X

M24 Fungo X

M25 Fungo X

M26 Fungo X

A identificacdo fungica foi realizada de acordo com caracteristicas morfologias com o auxilio do livro
BARNETT et al.,1998. Todos os seis fungos foram identificados.

O fungo identificado como M9 apresentou uma morfologia semelhante a de Paecilomyces como podemos

analisar na Figura 05.

Figura 5: Estrutura para microcultivo (1); Estrutura reprodutiva do fungo (2).

O microrganismo classificado como M24 apresentou-se semelhante ao Trichoderma sp., como apresentado na

Figura 06.
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Figura 6: Estrutura para microcultivo (1); Estrutura reprodutiva do fungo (2).

A cepa identificada como M10 mostrou semelhanga com Cladosporium sp segundo a Figura 07.

Figura 7: Estrutura para microcultivo (1); Estrutura reprodutiva do fungo (2).

Ja nas cepas M23, M25 e M26 foram encontradas morfologias parecidas com Penicillium sp. Na Figura 08 é
possivel observar a estrutura reprodutiva.

Figura 8: Estrutura para microcultivo (1); Estrutura reprodutiva do fungo (2).

CONCLUSAO

Foi possivel concluir, com o estudo realizado, que a eletrobiorremediacdo modifica as caracteristicas fisico-
quimicas do solo promovendo o transporte de particulas, ions e moléculas e criando um fluxo de &gua em
direcdo ao &nodo, mas ndo se observou a degradacdo de qualquer composto BTEX, TPH ou PAH por essa
técnica de remediacdo. A degradacdo que houve desses compostos pode estar associada ao processo de
biodegradacéo, promovido pelos micro-organismos autdctones ou por volatilizagdo dos compostos.

A movimentacdo dos ions derivados da eletrélise da agua modifica o pH entorno dos eletrodos. Assim o pH ao
redor do catodo atingiu valores alcalinos, variando de pH=6,4 até pH=11,8. J& no anodo, esses valores
variaram entre pH=6,4 e pH=4,5.

Em relacéo a condutividade da agua, pode se dizer que ela é dependente da presenca de sais no solo.
A comunidade microbiana foi influenciada pelos processos eletro-quimicos em torno dos eletrodos. Desta
maneira, pode se afirmar ainda que, fungos e leveduras foram detectadas com mais frequéncia nas regifes dos
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catodos. J& as bactérias ndo mostraram preferéncia por nenhuma das areas dos eletrodos, se distribuindo de
forma mais homogénea dentro do sistema.

Enfatiza-se também, que é muito importante ter o conhecimento dos micro-organismos que fazem parte do
processo de biorremediacdo, pois assim, fica mais facil analisar o que é necessario para o crescimento e
conservagdo dos mesmos.

Dos micro-organismos isolados, 20 das 26 cepas, ou seja, aproximadamente 77% dos micro-organismos eram
bactérias, e 0s 6 restantes, fungos.

A partir da identificacdo flngica, foi possivel observar a presenca de Paecilomyces, Trichoderma sp.,
Cladosporium sp., e Penicillium sp.
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