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RESUMO

O estimulo a utilizacdo de biocombustiveis como biodiesel,
fomentado pelos riscos ambientais associados ao uso de combustiveis
fosseis, faz com que aumente a incidéncia de contaminagfes com este
biocombustivel e torna necessario o desenvolvimento de tecnologias de
remediacdo especificas. Para tanto, um experimento de campo foi
conduzido para avaliar o potencial da bioestimulagcdo anaerdbia na
aceleracdo da degradacdo dos compostos presentes na mistura B20 (20%
biodiesel de soja e 80% diesel v/v). Foram liberados 100L de B20
diretamente sobre lencol fretico em uma 4rea de 1m? rebaixada até
1,7m de profundidade. Um més apds a liberacdo, injecfes semanais de
acetato de amonio foram conduzidas na &rea experimental, com duracdo
de 1,25 anos, para promover a estimulagdo da biomassa total e micro-
organismos especificos. Condicdes anaerdbias foram estabelecidas pela
presenca do B20 e do acetato de amonio, tendo sido a metanogénese o
processo predominante e de maior contribuicdo para a degradagdo dos
compostos do B20, especialmente dos aromaticos. Limitacdes
termodinamicas foram impostas pelo acimulo de metabdlitos de
degradacdo (acetato e hidrogénio) produzidos, em um primeiro
momento, pela degradacdo preferencial dos ésteres de biodiesel,
resultando no retardo da degradacdo dos BTEX e HPAs. Porém, micro-
organismos especificos foram estimulados pela introducéo de acetato de
amonio, incluindo géneros associados a processos sintréficos e a
degradacdo anaer6bia de compostos aromaticos, tendo sido capazes de
consumir os metabolitos que se acumularam no sistema, superando as
limitagBes termodindmicas e culminando na ré&pida degradacdo dos
BTEX e HPAs (em 0,7 e 1,0 ano, respectivamente), quando comparada
a processos de atenuacdo natural. Portanto, a bioestimulacdo
metanogénica demonstrou acelerar a degradacdo dos compostos
presentes no B20, podendo ser considerada para remediacdo de
aquiferos contaminados com este biocombustivel, especialmente em
regides proximas a fonte de contaminacdo que possuem maior
propensdo a anaerobiose e inviabilizam a aplicacdo de técnicas aerdbias
de remediacéo.

Palavras-chave: Acetato; Biodiesel; Bioestimulacdo; BTEX; HPA;
Metanogénese.






ABSTRACT

Environmental concerns associated with fossil fuels have
encouraged the use of renewable fuels, such as biodiesel. The increasing
use of biodiesel can lead to a higher frequency of groundwater
contamination by accidental releases, which motivates the development
of specific strategies for remediation of this biofuel. Therefore, a field
experiment was conducted to assess the potential for anaerobic
biostimulation to enhance biodiesel blends B20 (20% soybean biodiesel
and 80% diesel v/v) biodegradation under methanogenic conditions in
groundwater. B20 (100L) was released in the groundwater and after one
month, ammonium acetate was added weekly over 1.25 years, to
promote stimulation of total biomass and putative anaerobic degraders.
Anaerobic conditions were developed by the presence of B20 and
ammonium acetate addition. Methanogenesis predominated over time
and greatly contributed to the remediation of B20 compounds
degradations, especially BTEX and PAHs. Thermodynamic constraints
were established by acetate and hydrogen accumulation to inhibitory
thresholds, which were, at first, possibly produced by biodiesel
preferential degradation, leading to a transient decrease in aromatic
compounds consumption. However, biostimulation fortuitously
enhanced the growth of putative anaerobic BTEX degraders and
associated commensal microorganisms that consume acetate and H, and
were able to offset this negative effect as acetate and hydrogen were
consumed below inhibitory thersholds, enhancing the thermodynamic
feasibility of aromatic compounds degradation, which is conducive to
faster degradation rates, as observed by BTEX and PAH degradation at
0.7 and 1.0 years after the release, respectively. Overall, this study
demonstrated the potential for stimulating anaerobic methanogenic
conditions to enhance the cleanup of groundwater contaminated with
biodiesel blends (B20), and suggests that this approach should be
considered for source zone bioremediation when the high BOD
encountered at these contaminated sites makes aerobic biostimulation
unfeasible.

Keywords: Acetate; Biodiesel; Biostimulation; BTEX; PAH;
Methanogenesis.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de combustiveis fosseis na matriz energética
mundial estd se tornando um problema do ponto de vista ambiental e
econbmico, visto que sua disponibilidade vem reduzindo ao longo do
tempo e, considerando que 0s custos associados a sua comercializacao
estdo aumentando consideravelmente, torna-se cada vez mais invidvel a
sua utilizacdo. Estas questBes estimulam a busca por combustiveis
alternativos e, a fim de reduzir a dependéncia que existe atualmente por
combustiveis fosseis, novas tecnologias estdo sendo desenvolvidas para
produzir combustiveis renovaveis a partir de matérias-primas de origem
vegetal como, por exemplo, a cana de agucar, soja, mamona, milho,
entre outras, as quais podem ser utilizadas para produgdo de etanol e
biodiesel. Portanto, assim como ocorreu com a introducéo do etanol na
matriz energética brasileira, chegando ao percentual de 20 a 25% de
etanol na mistura da gasolina ja na década de 90, o mesmo perfil
comportamental vem ocorrendo com o biodiesel (FIGURA 1). No ano
de 2005, o biodiesel foi introduzido na matriz energética brasileira (Lei
11.097) e desde 2010 vem sendo adicionado o percentual de 5% de
biodiesel ao diesel (ANP, 2011). As projecdes do cenario para 0S
préximos anos sugerem que até o ano de 2014 entre em vigor a mistura
B10 e, em 2020, passe a ser utilizada a mistura B20, uma vez que o
Brasil estd demonstrando possuir potencial e estrutura para atender a
esta demanda do mercado. Com a crescente demanda que ja vem sendo
observada e, baseando-se nas proje¢des de cenarios futuros com relagdo
a utilizacdo do biodiesel, é esperado um aumento da incidéncia de
contaminagBes com este biocombustivel em virtude de derramamentos
acidentais durante as etapas de producdo, transporte, distribuicdo e
utilizacéo.



FIGURA 1. 1. A evolugdo dos biocombustiveis no Brasil.
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FONTE: ANP, 2011.

O biodiesel é um combustivel renovivel obtido através de
fontes organicas, como 6leos vegetais ou gordura animal. E produzido
principalmente através da transesterificacdo do dleo ou da gordura. As
propriedades fisico-quimicas do biodiesel sdo semelhantes as do diesel
e, portanto, pode substitui-lo total ou parcialmente (PASQUALINO et
al., 2006). Utilizado na formulac&o de diversas misturas, do B2 (2% de
biodiesel e 98% de diesel) ao B100 (100% biodiesel), a grande
vantagem da utilizacdo do biodiesel em comparacdo ao diesel, deve-se
ao fato de ser um produto renovavel, possuir uma maior disponibilidade
no ambiente, concentracBes inferiores de enxofre e compostos
aromaticos (em virtude da diminuicdo do percentual de diesel) e,
também, pelo fato de ser biodegraddvel quando comparado aos
combustiveis fosseis. O biodiesel se mistura facilmente com diesel, em
virtude de ambos possuirem natureza hidrofébica e outras propriedades
fisico-quimicas semelhantes, o que viabiliza a utilizacdo de misturas de
diesel e biodiesel como combustivel. Assim, a incorporagéo de biodiesel
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a composicdo do diesel vem sendo adotada cada vez mais em diferentes
paises como Estados Unidos da América, Malasia, Indonésia, Brasil,
Alemanha, Franca, Itdlia, entre outros paises europeus. Nos Estados
Unidos, a mistura B20 (diesel 80% / biodiesel 20% v/v) tem sido uma
opcdo muito popular nos postos de combustiveis, enquanto que na
Franga a mistura B30 tem sido mais utilizada em virtude da capacidade
de reducdo de emissdes atmosféricas (WORLDWATCH INSTITUTE,
2007). A maioria dos veiculos é capaz de utilizar a mistura B20 sem ou
com pouca necessidade de modificagdes no motor. Um dos critérios
considerados na escolha da matéria-prima vegetal utilizada nas misturas
de diesel e biodiesel é a viscosidade, uma vez que esta propriedade pode
provocar danos aos motores e falhas na performance de combustdo. A
viscosidade do Oleo vegetal varia de acordo com a matéria-prima
utilizada, i.e., a viscosidade do 6leo de mamona (13,5 mm?s?)
(ALBUQUERQUE et al., 2009) é consideravelmente superior & da soja
(3,97 mm?s™) (ALPTEKIN e CANAKCI, 2008), o que faz com que
haja uma preferéncia pela utilizacdo de biodiesel de soja em rela¢do ao
de mamona.

A utilizacdo de misturas de diesel e biodiesel representa uma
série de vantagens, como o fato de ser mais biodegradavel, reduzir os
teores de BTEX (benzeno, tolueno, etil-benzeno e xilenos) e HPAs
(hidrocarbonetos policiclicos aromaticos), os quais estdo presentes no
diesel, minimizar as emissGes atmosféricas, principalmente aquelas
relacionadas ao enxofre (NATIONAL STANDARD FOR BIODIESEL,
2003; PASQUALINO et al., 2006), além de estabelecer um equilibrio
entre o desenvolvimento agricola, econémico e ambiental (MEHER et
al., 2006; MURUGESAN et al., 2009). Embora o biodiesel ainda
enfrente resisténcias em virtude de seu valor de mercado, atualmente os
governos estdo fornecendo subsidios para viabilizar sua utilizacdo em
misturas de diesel e biodiesel e assim estimular seu consumo
(MURUGESAN et al., 2009).

Segundo o Anuério Estatistico de 2012 elaborado pela ANP
(Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis), o
Brasil conta com 39.027 postos de combustiveis, sendo que somente na
regido sul do pais h4 8.032 postos. Tendo conhecimento do numero de
postos de combustiveis no Brasil e, sabendo-se que muitos destes postos
possuem tanques de armazenamento que podem conter rachaduras
causadas por processos de corrosdo, resultando no derramamento de
combustiveis na agua subterranea, o problema torna-se ainda mais grave
ja que a probabilidade e incidéncia de derramamento de combustiveis ou
biocombustiveis aumentam  significativamente (CORSEUIL e
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MARINS, 1997). Existem milhares de tanques subterrdneos de
armazenamento de combustiveis que, mesmo em uso ou abandonados,
podem representar uma ameaga a qualidade das aguas subterréneas.
Estima-se que o0s postos de combustiveis podem perder
aproximadamente 11 milhdes de galdes por ano de combustiveis devido
aos vazamentos existentes nos tanques de armazenamento (RISER-
ROBERTS, 1992). Estes fatos evidenciam a necessidade de tecnologias
de remediacdo capazes de rapidamente promover a atenuacdo destes
contaminantes na agua subterranea.

A remediacdo pode ser feita pela aplicacdo de tecnologias de
remediacdo especificas para cada contaminante e para as condigdes
geoquimicas da area afetada. Em locais onde ha disponibilidade de
nutrientes e receptores de elétrons, a utilizacdo da técnica de remediacdo
passiva, como a atenuacdo natural monitorada, pode ser considerada
como uma  alternativa  vidvel (WIEDEMEIER,  1999a).
No entanto, em locais onde a disponibilidade desses é limitada e o
cenario ndo é favoravel, tecnologias de remediacdo ativa podem superar
as limitacbes existentes na area impactada, seja pela introducdo de
receptores de elétrons termodinamicamente mais favoraveis ou pelo
fornecimento de nutrientes.

Em virtude da crescente introducdo de misturas de diesel e
biodiesel na matriz energética brasileira e, considerando que ha
probabilidade de entrarem em contato com a agua subterranea por meio
de derramamentos, o desenvolvimento de tecnologias especificas para
remediacdo destes contaminantes torna-se necessario para a recuperagdo
de areas impactadas por estes biocombustiveis. Para que seja possivel
aplicar e desenvolver tecnologias adequadas para remediacdo de
misturas de diesel e biodiesel especificamente, é importante estudar o
comportamento destas misturas no ambiente subsuperficial, bem como
as mudancas geoquimicas resultantes de sua introdugdo no sistema e 0s
fatores que podem influenciar nos processos de degradagdo dos
contaminantes, ja que estas informacfes podem auxiliar no
desenvolvimento de estratégias para otimizar os processos de
remediacdo e acelerar a degradacdo dos contaminantes presentes no
ambiente impactado.

No caso de derramamentos contendo biocombustiveis, em virtude
de sua estrutura quimica mais suscetivel ao ataque microbiano, a
presenca de biodiesel ou etanol pode retardar a degradagdo dos
compostos aroméaticos (CORSEUIL et al., 1996; POWERS et al., 2001;
RUIZ-AGUILAR et al., 2003; CORSEUIL et al., 2004; MACKAY et
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al., 2006; CHIARANDA, 2011; CORSEUIL et al., 2011a; CORSEUIL
et al., 2011b), por ser preferencialmente degradado. Quando ocorrem
derramamentos em aguas subterraneas com biocombustiveis, a alta
demanda bioquimica de oxigénio, exercida pela presenca de biodiesel ou
etanol em misturas com combustiveis fdsseis, faz com que zonas
anaerdbias se desenvolvam no local afetado (MACKAY et al., 2006;
FERIS et al., 2008; CORSEUIL et al. 2011b). Para uma mesma massa
liberada, a demanda bioquimica de oxigénio exercida pelo biodiesel é
duas vezes maior do que a demanda exercida pelo etanol (GOMES,
2008), fazendo com que condi¢cBes metanogénicas predominem em
areas contaminadas com estes biocombustiveis (DA SILVA et al., 2005;
MACKAY et al., 2006; FREITAS et al., 2010; CORSEUIL et al.,
2011a). Embora a degradacdo de compostos aromaticos do diesel possa
ocorrer em condi¢fes metanogénicas (GRBIC-GALIC e VOGEL, 1987;
WEINER e LOVLEY 1998; ULRICH e EDWARDS 2003;
REINHARD et al. 2005) estes processos costumam ser mais lentos, o
que faz com que a maioria dos estudos foque em processos
termodinamicamente mais favordveis. Porém, técnicas aer6bias de
degradacdo podem ndo ser viaveis nestas condi¢des, uma vez que a alta
demanda bioquimica de oxigénio exercida pelos combustiveis pode
dificultar a manutencdo destas condi¢Ges geoquimicas no meio.
Portanto, a aplicacdo de estratégias anaerdbias pode ser mais adequada
para a remediacdo de areas contaminadas com misturas de diesel e
biodiesel.






2 JUSTIFICATIVAS

1) O estimulo a utilizagdo de biocombustiveis como biodiesel,
fomentado pelos riscos ambientais associados ao uso de combustiveis
fosseis e pela reducdo de sua disponibilidade ao longo dos anos, faz com
gue aumente o risco de derramamentos de misturas de biodiesel e diesel.
Para tanto, é necessario o estudo e desenvolvimento de tecnologias de
remediacdo ativa, especificas para derramamentos deste biocombustivel
em aguas subterraneas.

2) A alta demanda bioquimica de oxigénio exercida pela presenca de
biocombustiveis, como biodiesel, faz com que condi¢bes fortemente
anaerébias (metanogénicas) sejam estabelecidas, sugerindo que
aquiferos impactados por estes combustiveis possuam tendéncia a entrar
em metanogénese. Apesar de a biodegradacdo dos BTEX em condigdes
anaerdbias ser um processo mais lento e exigir a presenca de micro-
organismos especificos, técnicas aerdbias de remediacdo ndo séo
universalmente aplicaveis, uma vez que a alta demanda bioquimica de
oxigénio inviabiliza sua utilizacdo por demandar a constante injecéo de
oxigénio ao aquifero e, pela grande producdo de biomassa resultar na
colmatagdo do solo e dificultar sua propagacdo no meio liquido.
Portanto, torna-se relevante o estudo e desenvolvimento de tecnologias
anaerdbias para remediacdo de aquiferos impactados com misturas de
diesel e biodiesel (B20), especialmente em regifes proximas a fonte de
contaminacdo, onde existe uma maior propensao a anaerobiose.

3) Nao existe na literatura dados sobre a estimulacdo de processos
metanogénicos para acelerar 0s processos de atenuagdo de
hidrocarbonetos de petr6leo em experimentos de campo com misturas
de diesel e biodiesel. Assim, o tema do presente estudo ird contribuir
para o desenvolvimento de uma tecnologia de remediacao especifica que
podera ser aplicada em eventos reais de derramamentos com misturas
B20 em aguas subterraneas.






3 HIPOTESE

Considerando o comportamento de misturas de diesel e biodiesel
(B20) na é&gua subterrdnea e a influéncia da bioestimulacdo
metanogénica com acetato de amonio, a seguinte hipotese foi formulada:

A introducdo da mistura B20 e o inicio das injecGes de acetato de
amonio fardo com que condi¢fes metanogénicas sejam estabelecidas na
agua subterranea. Nos processos de degradacdo anaerdbia dos
compostos do B20, o biodiesel serd preferencialmente consumido,
produzindo acetato e hidrogénio como metabdlitos e, o acimulo destes,
podera inibir as reacGes de degradacdo dos BTEX e HPAs por razdes
termodindmicas. No entanto, esta inibicdo pode ser superada pela acéo
de micro-organismos especificos (estimulados pela adi¢do de acetato de
ambnio) que, atuando em cooperagdes sintroficas, irdo consumir os
metabdlitos de degradacao (acetato e hidrogénio) e ao impedir que estes
se acumulem no meio, a degradacdo dos BTEX e HPAs podera
proceder. Portanto, a estimulacdo destas comunidades microbianas ird
culminar na aceleracdo do processo de degradacéo dos BTEX e HPAs.
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4.1

OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo geral avaliar o potencial da

bioestimulagdo metanogénica com acetato de aménio para aceleracao da
degradacdo de hidrocarbonetos de petréleo (BTEX e HPAS), presentes
em aguas subterraneas contaminadas com misturas de diesel e biodiesel
de soja (B20).

4.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para avaliar a influéncia da bioestimulagcdo metanogénica com

acetato de amonio na aceleracdo da degradacdo dos compostos BTEX e
HPAs, os seguintes objetivos especificos foram formulados:

v

v

Avaliar as alteracbes geoquimicas no ambiente subterraneo,
causadas pela liberacdo controlada do biocombustivel (B20) e pelas
injecbes de acetato de amodnio, realizadas para promover a
bioestimula¢do metanogénica.

Investigar se micro-organismos especificos, associados a
degradagdo anaerdbia de hidrocarbonetos de petréleo e processos
sintréficos foram estimulados pela bioestimulagdo metanogénica.
Avaliar se as limitagGes termodinamicas, impostas pelo acimulo de
metabolitos de degradagdo, foram superadas pela existéncia de
cooperagdes sintroficas entre micro-organismos.

Avaliar se a adicdo de substrato orgéanico (acetato de amonio)
beneficiou a degradacdo de hidrocarbonetos de petrdleo (BTEX e
HPAs), quando comparado a técnica de atenuacdo natural
monitorada.






5 REVISAO BIBLIOGRAFICA

51 BIODIESEL

O biodiesel é um combustivel renovédvel obtido através de
fontes organicas como 06leos vegetais ou gordura animal. Entre as
matérias-primas utilizadas para obtencdo de biodiesel estdo: soja,
mamona, girassol, amendoim, gergelim, canola, dendé, algod&o, babagu
e etc. O biodiesel € produzido principalmente através da
transesterificacdo de 6leos ou de gorduras, a qual se trata de uma reacéo
quimica entre triglicerideos e alcool na presenca de um agente de
catélise (FIGURA 5.1). A transesterificacdo consiste em uma sequéncia
de trés reagBes consecutivas e reversiveis onde os triglicerideos s&o
convertidos a diglicerideos e estes entdo sdo convertidos a
monoglicerideos, seguidos da conversdo a glicerol. Em cada passo
ocorre producdo de um éster, entdo trés moléculas de ésteres sdo
produzidas a partir de uma molécula de triglicerideo. A reacdo de
transesterificacdo requer um agente de catalise como, por exemplo,
NaOH ou KOH, para melhorar o rendimento e a velocidade da reagéo.
Esta reacdo faz com que a viscosidade do biodiesel seja reduzida de
maneira a torna-la semelhante & viscosidade do diesel, viabilizando sua
aplicacdo em veiculos com motor a diesel (DEMIRBAS, 2009).

FIGURA 5.1. Reacdo de transesterificagdo de triglicerideos com alcool.

CH,-COO-R, R-COO-R, CH,-OH
| catalisador + |
CH-COO-R, + ©8ROH ——» R-COO-R, + CH-OH
| * l
CH,-COO-R, R-COO-R, CH,-OH
Triglicerideo Alcool Biodiesel Glicerol

FONTE: Adaptado de LEUNG et al. (2006).
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O biodiesel € composto por diferentes ésteres de acidos graxos
e, 0 percentual destes ird variar dependendo da matéria-prima vegetal
utilizada. A composicéo destes acidos graxos tem influéncia direta sobre
as caracteristicas do combustivel, uma vez que diferentes ésteres de
acidos graxos possuem propriedades fisico-quimicas distintas
(KNOTHE, 2005). Para representar os diferentes ésteres de &cidos
graxos, utiliza-se 0 nimero total de atomos de carbonos na estrutura do
composto e o nimero de insatura¢fes (SCRIMGEOUR, 2005; GERPEN
et al., 2004), i.e., o acido oléico possui 18 atomos de carbono e uma
insaturacdo (18:1). Estudos de caracterizacdo dos ésteres do biodiesel
revelam perfis diferentes destes compostos de acordo com a matéria-
prima utilizada (TABELA 5.1). Gomes (2008) analisou o perfil de
ésteres de uma amostra de biodiesel de soja e de mamona e observou a
predominéncia de linoleato no biodiesel de soja e ricinoleato no
biodiesel de mamona (TABELA 5.2). A presenca de hidroxilas na
estrutura do ricinoleato confere ao biodiesel de mamona uma alta
viscosidade e estabilidade (KNOTHE e STEIDLEY, 2007), quando
comparado a outros dleos vegetais. Esta caracteristica representa uma
desvantagem ao uso do éleo de mamona para producdo de biodiesel,
fazendo com que outras matérias-primas sejam tecnicamente mais
vidveis para producdo de biocombustiveis, como por exemplo, a soja
gue ndo contém em sua composicdo a presenca de ricinoleato.



TABELA 5.1. Percentual de acidos graxos provenientes de diferentes matérias-primas para producéo de
biodiesel.

Matéria- | Miristico | Palmitico | Estearico | Oléico | Linoléico | Linolénico
prima (14:0) (16:0) (18:0) (18:1) (18:2) (18:3)

'Soja 6-10 2-5 20-30 | 50-60 5-11
"Milho 1-2 8-12 2-5 19-49 | 34-62
*Palma 0,4 51,1 1,8 44,8 1,6

FONTE: 'Gerpen et al. (2004); *Reis et al. (2005).

TABELA 5.2. Composi¢do quimica do biodiesel puro de soja e mamona.

Esteres Oleo de Soja | Oleo de Mamona
(%) (%)
Palmitato (C16:0) 12,1 2,6
Estearato (C18:0) 4,4 1,6
Oleato(C18:1) 28,1 6,7
Linoleato (C18:2) 42,0 12,0
Linolenato (C18:3) 13,3 1,2
Ricinoleato (C18:1-OH) 76,0

FONTE: Gomes (2008).

1T
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A soja vem se destacando como a principal matéria-prima para
producéo de biodiesel no Brasil - aproximadamente 90% do biodiesel
produzido no Brasil é proveniente da soja - em virtude da capacidade de
cultivo, potencial de aproveitamento que esta oleaginosa representa a
economia brasileira (CAVALETT e ORTEGA, 2010) e pela baixa
viscosidade quando comparada as outras matérias-primas vegetais
(ALPTEKIN e CANAKCI, 2008). A producdo do biodiesel por meio da
reacdo de transesterificacdo é normalmente conduzida via rota metilica
(reacdo com éalcool metilico). Embora seja possivel conduzir a reacgéo
com etanol ou propanol, a utilizacdo do metanol é um processo
economicamente e tecnicamente mais viavel, por oferecer menor custo e
melhor separagdo do glicerol (FREEDMAN et al., 1986; DEMIRBAS,
2005). Assim, as reagdes via rota metilica irdo produzir ésteres metilicos
de &cidos graxos e, com relacdo ao biodiesel proveniente da soja, 0s
principais ésteres de acidos graxos presentes sdo Metil Palmitato (16:0),
Metil Estearato (18:0), Metil Oletato (18:1), Metil Linoleato (18:2) e
Metil Linolenato (18:3) (GERPEN et al., 2004; GOMES, 2008).

Quando o biodiesel entra em contato com a agua, como por
exemplo, por meio de derramamentos acidentais em aguas subterraneas,
0s ésteres presentes em sua composicao irdo exercer influéncia sobre a
qualidade das aguas, o que faz com que o conhecimento de suas
propriedades quimicas seja importante para avaliar seu comportamento
na agua (TABELA 5.3). Observa-se que, de uma maneira geral, estes
compostos possuem baixa polaridade, longas cadeias carbonicas, alta
massa molecular, baixa solubilidade em agua e densidade inferior a da
agua. Os baixos valores de solubilidade e a densidade inferior a da agua,
sugerem que estes compostos irdo se comportar como LNAPLs (light
non-aqueous phase liquids) e possuir a tendéncia de permanecer nas
camadas mais superficiais da zona saturada. Além disso, a alta massa
molecular dos principais ésteres do biodiesel de soja (>200 g.mol™) ¢
um indicativo de que processos de volatilizagdo ndo serdo significativos
no ambiente impactado por estes compostos. Considerando estas
propriedades fisico-quimicas, quando os ésteres do biodesel entram em
contato com a agua subterranea, irdo se concentrar nas camadas mais
superficiais e se comportar como fontes fixas e persistentes de
contaminacdo, pelo fato de sua baixa solubilidade culminar na lenta
transferéncia destes compostos para a fase aquosa (CORSEUIL et al.,
2011b; CHIARANDA, 2011).
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TABELA 5.3. Propriedades fisico-quimicas dos principais ésteres

metilicos presentes no biodiesel de soja.

C t Férmula Ml\/llassell Densidade SoluzbSiclli(:jade
omposto olecular -3

Molecular (g.mol™) (9.cm™) (ma.L™Y)
Metil
Palmitato | Ci7Hg40, 270,45 0,852W 0,00905®
(16:0)
Metil
Estearato | CigHgg0, 298,5 0,8498?@ 0,00093®
(18:0)
Metil
Oleato CioH360, 296,5 0,874@ 0,0056®
(18:1)
Metil
Linoleato | CioH3,0, 294,5 0,889 0,0198®
(18:2)
Metil
Linolenato | CygH3,0, 292,45 0,895% 0,058
(18:3)

FONTE: “Sigma-Aldrich (2012); ®Toxnet (2012); ®TGSC (2012).

5.2 DIESEL

O Oleo diesel é proveniente das diversas etapas de
processamento do petréleo bruto e, como todo combustivel fossil,
consiste em uma mistura complexa de hidrocarbonetos alifaticos e
aromaticos 0s quais possuem uma quantidade de atomos de carbonos
variando de 8 a 30 (LEE et al., 1992). Dentre os compostos presentes na
composicdo do diesel, estdo os hidrocarbonetos monoaroméaticos BTEX
(benzeno, tolueno, etilbenzeno, o-xileno, m-xileno e p-xileno) (FIGURA
5.2), 0s quais sdo preocupantes do ponto de vista ambiental e de salde,
com destaque para a presenga do benzeno - conhecido por seu potencial
carcinogénico (US EPA, 1998). Ao entrar em contato com 0S COrpos
hidricos, os compostos BTEX podem afetar a qualidade da agua do
ambiente atingido (ALVAREZ e HUNT, 2002) e representar um risco a
salide humana.

Segundo a Resolucdo n° 396/08 do CONAMA, que dispde
sobre a classificacdo e diretrizes ambientais para aguas subterraneas e a
Portaria n° 2.914/11 do Ministério da Saude, que dispde sobre qualidade
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da &gua para consumo humano e padrGes de potabilidade, a
concentragdo maxima permitida, para aguas destinadas ao consumo
humano, é de 5 pg.L™ para o benzeno (em virtude de seu potencial
carcinogénico) e, para tolueno, etilbenzeno e xilenos, a concentracéo
maxima permitida é de 170, 200 e 300 pg.L™, respectivamente. Além
disso, dentre os hidrocarbonetos presentes na composicdo do diesel, 0s
monoaromaticos sdo 0s compostos capazes de causar maiores riscos,
uma vez que estdo presentes em quantidades superiores (TABELA 5.4)
e possuem maior solubilidade aquosa (TABELA 5.5), o que lhes confere
uma maior capacidade de migracdo na &gua subterrnea, quando
comparados aos outros compostos aromaticos.

FIGURA 5.2. Estrutura quimica de hidrocarbonetos do grupo BTEX.

CH, CH 2CH3
Benzeno Tolueno Etilbenzeno
CH, CH, CH,
©/CH 3 @
CH3
CH,
o-xileno m-xileno p-xileno

TABELA 5.4. Tipos de hidrocarbonetos presentes no 6leo diesel.

HIDROCARBONETOS | (% MASSA)
Saturados 74,8
Olefinas 0,4
Monoaromaticos 17,7
Diaromaticos 5,0
Poliaromaticos 2,1
Aromaticos Totais 24,8

FONTE: Kaipper (2003).
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Outros compostos presentes no diesel que possuem interesse
ambiental sdo os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS), 0s
quais sdo formados por 2 ou mais anéis benzénicos, podendo ser
provenientes de fontes naturais ou antropogénicas (HARITASH e
KAUSHIK., 2009). A contribuicdo das fontes naturais é muito limitada
restringindo-se, praticamente, a queima espontanea de florestas e
emissdes vulcanicas. As fontes antropogénicas, como a queima de
combustiveis e seus derivados (carvdo, madeira, gas de carvao, etc)
podem produzir HPAs, sendo introduzidos predominantemente por
derramamentos ou pela combustdo incompleta de combustiveis fdsseis
nas emissdes veiculares, entre outras. Existem mais de 100 diferentes
HPAs, porém dentre estes, 16 foram considerados ambientalmente
relevantes devido as suas propriedades carcinogénicas, recalcitrancia
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER,
1983) e pela maior incidéncia destes compostos em locais
contaminados, sdo eles: naftaleno, acenafteno, acenaftileno, antraceno,
benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(g,h,i)perileno, benzo(k)fluoranteno, criseno,
dibenzo(a,h)antraceno, fluoranteno, fluoreno, indeno (1,2,3-cd) pireno,
fenantreno, pireno (ATSDR, 1995)

A composicdo do diesel é variavel uma vez que depende da
fonte de obtencdo, dos processos de cragueamento e meétodos de
separacdo, porém de uma maneira geral, sua composicao segue o perfil
apresentado na TABELA 5.4. Para que o comportamento dos compostos
do diesel (BTEX e HPAS) no ambiente subterraneo possa ser estimado,
é importante conhecer algumas de suas propriedades fisico-quimicas
(TABELA 5.5). E possivel verificar que os hidrocarbonetos de maior
massa molecular (HPAs) sdo praticamente insollveis em &gua o que
torna sua mobilidade na dgua subterranea relativamente limitada. Além
disso, dentre os componentes do diesel, aqueles que possuem peso
molecular mais baixo tém a tendéncia de volatilizar e serem mais
rapidamente degradados, enquanto que 0s compostos de maior peso
molecular tendem a ser recalcitrantes por serem moléculas mais
complexas e mais dificeis de serem degradadas (LEE et al., 1992;
HARITASH e KAUSHIK, 2009).
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FIGURA 5.3. Principais HPAs recomendados para monitoramento.

Naftaleno Acenaftileno Acenafteno Fluoreno
Antracenc Fluoranteno Pireno

Fenantreno

Benzo(a)antraceno Criseno Benzo(b)fluoranteno Benzo(k)fluoranteno

.c.a *r“

Benzo(a)pireno Indeno(1,2,3-c,d)pireno Benzo(g.h.i)periieno  Dibenzo(ah)antracenc
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TABELA 55. Propriedades fisico-quimicas dos  principais
hidrocarbonetos presentes na composicdo do diesel.

Formula Massa Densidade Solubilidade
Composto Molecular Molecular ( Cm.3) 25°C
(g.mol™h) g- (mg.L?)
Benzeno CeHe 78,1 0,88@ 1780
Tolueno CsHg 92,1 0,87¥ 515©
Etil-benzeno CsHio 106,2 0,879 152 @
(m)Xileno CgHio 106,2 0,88® 178
(0)Xileno CgH1o 106,2 0,88%) 1759
(p)Xileno CgHio 106,2 0,86 162
Naftaleno CioHs 128,2 1,03@ 33@
Acenaftileno CyoHg 152,2 0,8988% 3,93
Acenafteno C12H10 154,2 - 3,40
Fluoreno CuisH1o 166,2 - 1,98%
Antraceno [N 178,2 1,25% 0,073
Fenantreno Ci4H1o 178,2 1,18% 1,29W
Fluoranteno CisH1o 202,2 - 0,26
Pireno CiH1o 202,2 1,18% 0,135%
Benzo(a
amrace(ng CigHio 228,3 - 0,014®
Criseno CigH1p 228,3 1,274% 0,002
Benzo(b
ﬂuoram(er?o CaoHis 252.3 - 0,0015%
Bsi”é‘r’lga) CaoHiz 252.3 13519 | 0,000049?
Benzo(k
fluora m(en) o CooH1o 252,3 g 0,00076W
Bep”eﬁ?lggr;g") CooHis 276,3 - 0,00026®
D;?ﬁ:‘;cc;(:éh) CooHus 278,3 - 0,0005®
Indeno(1,2,3,
cd) CxH1o 276,3 - 0,062
pireno

FONTE: “Mackay e Shiu (1977); ®Schnoor (1996); ®Manoli e Samara
(1999); “Toxnet (2012).
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5.3 BIODEGRADACAO

A biodegradacdo é um termo utilizado para descrever processos
de transformacGes, mediadas por micro-organismos, que ocorrem na
estrutura de compostos organicos fazendo a ruptura das ligacdes
moleculares (RISER-ROBERTS, 1998). A capacidade que 0s micro-
organismos possuem de degradar contaminantes ambientais tem sido
reconhecida ha muitos anos, sendo 0 mecanismo mais importante na
atenuacdo de contaminantes organicos dissolvidos na dgua subterranea
(WIEDEMEIER et al., 1996; NAIDU et al., 2012). Os micro-
organismos frequentemente utilizam compostos organicos como fonte
de obtencdo de energia para sintese celular e a biodegradacdo destes
compostos geralmente resulta em produtos com menor toxicidade
(MARGESIN e SCHINNER, 2001; LOVLEY, 2003). No entanto, para
desempenhar suas funcBes biolégicas 0s micro-organismos irdo
depender de uma série de fatores fisicos, quimicos e bioldgicos e,
portanto, a viabilidade e aplicabilidade de técnicas de biorremediacdo
em um determinado cenario de contaminacdo serdo também
dependentes destes fatores.

A biodegradagdo de contaminantes ambientais poderd ocorrer
quando houver no sistema condicdes favoraveis ao crescimento de
micro-organismos degradadores especificos e ao bom funcionamento de
suas enzimas. A presenca de micro-organismos que possuam enzimas
capazes de catalisar a conversdo de um determinado composto por meio
de uma via metabdlica é importante para conferir-lhes um potencial para
biodegradacdo (LOVLEY, 2003). O processo de degradacdo de
contaminantes envolve a ativacdo de regiGes especificas do genoma
bacteriano. Enzimas que estdo sempre presentes, independente da
condi¢do ambiental da area, sdo conhecidas como enzimas constitutivas,
enquanto que, aquelas sintetizadas a partir da influéncia de fatores
externos sdo conhecidas como enzimas induzidas. Quando um indutor
esta presente, o qual pode ser o substrato (contaminante) a ser
degradado, se inicia uma cascata de reagdes bioguimicas que resultam
na transcricdo de genes que codificam a sintese das enzimas necessarias
para conduzir o processo de biodegradacio (ALVAREZ e PEREZ,
2003).

Para que 0s micro-organismos possam se desenvolver em
determinados ambientes, é necessario que haja disponibilidade de
nutrientes para producdo de componentes celulares, como por exemplo,
nitrogénio para sintetizar aminoécidos e enzimas, fosforo para producéo
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de ATP, enxofre para sintese de algumas co-enzimas, calcio para
formacdo de paredes celulares, e magnésio para estabilizacdo dos
ribossomos. Também necessitam de micronutrientes, como tracos de
ferro, niquel, cobalto, molibdénio e zinco, para a realizacdo de fungdes
metabdlicas. De uma maneira geral, uma propor¢do de C-N-P (carbono-
nitrogénio-fosforo) de aproximadamente 100:15:3 (33:5:1) é suficiente
para assegurar 0 crescimento microbiano em aquiferos (RISER-
ROBERTS, 1998; ALVAREZ e PEREZ, 2003; ZUCCHI et al., 2003;
EVANS et al., 2004). Esta proporcdo é usualmente utilizada para
calcular a demanda nutricional de um determinado aquifero para que
haja estimulagcdo microbiana e, consequentemente, a degradacdo do
contaminante organico. Entre outros fatores capazes de influenciar a
dindmica dos micro-organismos em sistemas subsuperficiais estdo o pH
e a temperatura. Com relacdo ao pH, em aguas subterraneas a faixa
comumente observada fica entre 4 e 5, sendo dificilmente encontradas
faixas de pH menores do que esta em aquiferos ndo contaminados
(NORRIS e MATTHEWS, 1994; CHAPELLE, 2001). A maioria dos
micro-organismos presentes na agua subterrdnea sdo capazes de se
desenvolver em faixas de pH de 4 a 9 (CHAPELLE, 2001), havendo
micro-organismos capazes de se desenvolver em ambientes ainda mais
acidos (pH entre 3,0 e 3,8) (KOTSYURBENKO et al., 2007;
GILOTEAUX et al., 2010). A determinagdo da condicdo ideal de pH ira
depender da composicdo da agua subterrdnea e das caracteristicas de
especiacdo do contaminante (SCHERER et al., 2000).

Além da presenga de micro-organismos, enzimas degradadoras
e faixas de pH especificas, a temperatura também é um dos fatores que
influencia o crescimento microbiano, uma vez que esta ira selecionar as
espécies microbianas que irdo participar das reacdes de degradacéo.
Micro-organismos que crescem a uma temperatura de 0 a 20°C sdo
denominados psicrofilos; aqueles que possuem afinidade e tolerancia a
baixas temperaturas e possuem condicOes ideais de crescimento em
15°C, sendo incapazes de crescer em 20°C sdo denominados
psicotroficos; e, por fim, micro-organismos que se desenvolvem em uma
faixa de 20 a 40°C sdo denominados mesofilos (MARGESIN e
SCHINNER, 2001). De uma maneira geral, os psicréfilos possuem o
metabolismo mais lento do que dos mesofilos, uma vez que a
temperatura estda fortemente associada a atividade enzimaética e,
consequentemente, quanto mais elevada a temperatura do sistema, mais
intensa a atividade enziméatica (BRADLEY e CHAPELLE, 1995;
WIEDEMEIER et al., 1999b). No entanto, quando micro-organismos ja
estdo adaptados a baixas temperaturas, podem ter um crescimento tdo ou
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mais rapido do que os mesodfilos, dependendo da disponibilidade de
nutrientes no meio (BRADLEY e CHAPELLE, 1995). A maioria das
bactérias presentes em ambientes subsuperficiais é caracterizada como
mesofila e, apesar de possuirem crescimento 6timo em faixas de
temperatura acima daquelas normalmente encontradas na 4gua
subterranea, estes micro-organismos sdo capazes de atuar ativamente
nos processos de degradacdo na agua subterranea (CHAPELLE, 2001,
ALVAREZ e PEREZ, 2003).

Compostos organicos cuja presenca ndo €& comumente
observada na natureza (i.e., xenobioticos) tornam o processo de
atenuacdo mais complexo, em virtude da auséncia de ferramentas
bioquimicas para conduzir as reacfes de degradacdo. Porém, devido aos
processos evolutivos e a capacidade de adaptacdo, determinados micro-
organismos podem passar a adquirir atividades metabdlicas especificas,
tornando-os capazes de degradar estes compostos (SPRINGAEL e TOP,
2004; HENDRICKX et al., 2005). Os hidrocarbonetos tém estado em
contato com micro-organismos durante longos periodos geoldgicos e por
este motivo nota-se que muitas bactérias adquiriram a habilidade de
utiliza-los como fonte de energia para sintese celular (SPRINGAEL e
TOP, 2004). A existéncia de micro-organismos metabolicamente
adaptados a presenca de determinados contaminantes ndo é suficiente
para garantir a ocorréncia do processo de degradacdo, uma vez que, a
energia necessaria para gque 0s micro-organismos desempenhem suas
fungdes vitais é obtida através de uma sequéncia complexa de reacfes de
oxidacdo e reducdo, por meio da qual ocorre a transferéncia de elétrons
de um composto doador a um receptor (CHAPELLE et al., 2002;
LOVLEY, 2003). A disponibilidade de doadores e receptores de elétrons
trata-se de um fator fundamental para o processo de degradacéo.
Compostos presentes na composicao de combustiveis e biocombustiveis,
como por exemplo, benzeno, tolueno, naftaleno, etanol, acidos graxos de
cadeia longa e etc., podem atuar como doadores de elétrons que podem
ser oxidados por diversos receptores de elétrons como oxigénio (O5),
nitrato (NOs), manganés (Mn*"), ferro férrico (Fe**), sulfato (SO4%) e
diéxido de carbono (CO;), dependendo das condi¢cGes geoquimicas
predominantes no sistema (WIEDEMEIER et al., 1999b).
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5.3.1 Biodegradacédo Anaerdbia

A presenca de biocombustiveis na agua subterranea ira exercer
uma alta demanda bioguimica de oxigénio, acarretando no
desenvolvimento de condigdes fortemente anaerébias (MACKAY et al.,
2006; FERIS et al., 2008; CORSEUIL et al., 2011b). Gomes (2008)
utilizou o modelo energético de McCarty (McCARTY, 1969) para
calcular a demanda tedrica de oxigénio necessaria para degradar 1L de
biodiesel, 1L de etanol e 1L de gasolina. A demanda de oxigénio para
degradar o biodiesel é duas vezes maior do que a do etanol e oito vezes
maior do que a necessaria para degradar os compostos BTEX presentes
na composicdo da gasolina (10% v/v). Assim, 0s processos de
degradagdo dos contaminantes irdo ocorrer predominantemente em
condi¢des anaerdbias.

A degradacdo de compostos organicos consiste em uma
sequéncia complexa de reacdes de oxidacgdo e reducdo, onde a matéria
organica é oxidada (perde elétrons) por um receptor de elétrons que por
sua vez é reduzido (recebe elétrons). A transferéncia de elétrons de um
composto doador a um receptor ocorre através de um transportador
biol6gico de elétrons e, com estas reagdes, € produzida energia na forma
de moléculas de adenosina trifosfato (ATP). O tipo de receptor de
elétrons utilizado ird estabelecer o modo de metabolismo (aerébio ou
anaerébio) e determinar quais reagdes especificas poderdo ocorrer
(ALVAREZ e PEREZ, 2003). Para oxidar a matéria organica, receptores
de elétrons vao sendo utilizados e esgotados de maneira sequencial, de
acordo com a hierarquia termodinamica, ou seja, 0S receptores de
elétrons que fornecerem maior rendimento de energia livre para o
metabolismo microbiano serdo preferencialmente utilizados. Apesar de
as reacOes aerébias serem termodinamicamente mais favoraveis e
proporcionarem maior rendimento energético aos micro-organismos, em
aquiferos contaminados com biocombustiveis, o oxigénio disponivel é
rapidamente exaurido, o que dificulta a manutencdo de condigdes
aerébias no sistema e faz com que processos anaerébios sejam
predominantes.

A oxidacdo anaerébia de compostos organicos pode ser
realizada por duas vias distintas: respiracdo anaerébia e fermentacao.
Quando receptores de elétrons externos e inorganicos (NO5, SO, Fe**,
etc) estiverem disponiveis no sistema, 0 processo ird ocorrer via
respiragdo anaerébia e, considerando o potencial de rendimento de
energia livre, a ordem preferencial de utilizacdo dos receptores de
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elétrons inorgénicos para oxidacdo da matéria orgénica ocorrerd da
seguinte maneira: NO;>Fe**>50,2>HCO; (TABELA 5.6).

TABELA 5.6. Potencial de Rendimento de Energia em Diferentes
Processos de Oxidacao.

Reac0es de Oxidacdo e Reducédo Pmﬁ?\%g'&g I/Eae;gla
2
2NO3 +5H, + 2H" — N, + 6H,0 224
2Fe(OH); — 2Fe(OH), + 2H,0 50
SO,* + 4H, + H+ — HS + 4H,0 38
HCOj3 +4H, + H+ — CH4 + 3H,0 34

FONTE: Chapelle (2001).

No processo de respiracdo anaerébia, a producdo de energia
ocorre pelo processo de fosforilagdo oxidativa, onde elétrons sao
transferidos do composto orgéanico, através de uma série de carreadores,
que fazem parte de um complexo sistema de transporte de elétrons, a um
receptor final diferente do oxigénio (nitrato, ferro férrico ou sulfato), por
se tratar de um processo anaerobio. A energia liberada pela transferéncia
de elétrons entre os diferentes carreadores € utilizada para producéo de
ATP pelo processo denominado de quimiosmose (fluxo de proétons
através da membrana celular, via ATP sintase, que cria um gradiente de
concentracdo eletroquimico, capaz de gerar energia suficiente para
combinar uma molécula fosfato inorganico com ADP, resultando na
producgdo de ATP) (LEHNINGER et al., 1993, LENGELER, 1999).

Na auséncia destes receptores de elétrons inorganicos e
externos, a oxidacdo do composto organico ird ocorrer por meio da
utilizacdo de receptores de elétrons internos (end6genos), via processos
fermentativos. Nestes processos, 0s compostos organicos podem servir
tanto como doadores como receptores de elétrons e, a geracdo de energia
na forma de ATP ocorre pelo processo de fosforilagdo em nivel de
substrato, no qual a clivagem de um determinado substrato culmina na
transferéncia de um grupamento fosfato que, por sua vez, ir4 fosforilar
moléculas de ADP (adenosina difosfato). Quando os receptores de
elétrons inorganicos externos forem exauridos, os receptores disponiveis
serdo dioxido de carbono (bicarbonato) e prétons (H'), o que
caracterizard um ambiente metanogénico (WIEDEMEIER et al., 1999b;
CHAPELLE, 2001; STAMS et al., 2006 ).
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Em condicdes metanogénicas, a degradacdo anaerdbia de
compostos organicos € composta pelas seguintes etapas: hidrolise,
acidogénese, acetogénese e metanogénese (FIGURA 5.4). Para que 0s
compostos organicos possam ser transportados através da membrana
celular microbiana eles necessitam ser transformados em moléculas
organicas mais simples e este processo ird ocorrer por meio de reacdes
de hidrolise. Nesta etapa inicial, os compostos organicos complexos
sofrem acdo de enzimas extracelulares excretadas por micro-organismos
que fazem com que sejam convertidos em compostos organicos simples,
capazes de serem transportados pela membrana celular microbiana.
Sendo assim, carboidratos sdo convertidos em aclcares sollveis,
proteinas em aminoacidos e lipideos transformados em &acidos graxos de
cadeia longa (AGCL) e glicerol (SOUSA, 2006; HATTORI, 2008). A
reacdo abaixo se refere a um composto organico complexo — lipideo —
sendo hidrolisado pela acéo de lipases, gerando um composto orgénico
simples - &cido graxo de cadeia longa (acido oléico) e glicerol
(ANGELIDAKI et al., 1999).

(1) Cs7H 10406 + 3 H,O — 3 C1gH340, + C3HgO4 (hldréllse)

Os compostos formados durante a etapa de hidrélise sédo
posteriormente convertidos em substratos sollveis dentro da célula
microbiana em um processo denominado de acidogénese. Neste
processo ocorre a formacdo de acidos organicos volateis como acetato,
propionato, butirato, entre outros compostos. A proxima etapa €
denominada de acetogénese e é caracterizada pela producéo de acetato,
hidrogénio e dioxido de carbono. Bactérias sintréficas acetogénicas séo
capazes de operar 0 processo acetogénico por 2 vias distintas:
homoacetogénese oxidativa e redutora. Na homoacetogénese oxidativa,
hidrogénio e dioxido de carbono podem ser produzidos a partir do
acetato e, na homoacetogénese redutora, moléculas de acetato sdo
produzidas a partir de hidrogénio e didxido de carbono (HATTORI,
2008; DEMIREL e SCHERER, 2008). As reacfes abaixo correspondem
a etapa acetogénica, onde uma molécula de butirato é convertida a
acetato (2) (DOLFING, 2001) e, a homoacetogénese oxidativa (3) e
redutora (4) (HATTORI, 2008).

(2) CH3(CH,),CO0™ + 2H,0 — 2CH3;COO" + H™ + 2H, (acetogénese)

(3) CHsCOO + 4H,0 — HCO; + 4H, + HCO; + H°
(homoacetogénese oxidativa)
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(4) 4H, + 2HCO; + H" — CH3COO ™ + 4H,0
(homoacetogénese redutora)

Os compostos formados durante a acetogénese irdo atuar como
substratos para a metanogénese. Esta etapa podera ocorrer por meio de
duas vias — metanogénese acetoclastica e hidrogenotrdfica. Na
metanogénese acetocléstica o acetato é clivado nos grupamentos metil e
carboxilico, sendo o grupamento metil convertido diretamente em
metano através de uma série de reacdes bioquimicas, enquanto que o
grupamento carboxilico ¢ oxidado a CO,. Esta reagdo ocorre pela
formacdo do complexo metil-monoéxido de carbono (CHs-CO), dando
origem a metil coenzima M (CoM-CHs) e monoxido de carbono (CO).
Este por sua vez é convertido a didxido de carbono e, por meio da agdo
da metil-coenzima M redutase’, o complexo metil coenzima M é
convertido em metano (CHAPELLE, 2001). Os principais géneros de
arqueas metanogénicas conhecidos por atuar nestas rotas biogquimicas
sdo Methanosarcina e Methanosaeta, as quais possuem as seguintes
atividades metabdlicas: Methanosaeta utiliza exclusivamente acetato
como substrato enquanto que Methanosarcina pode crescer em meios
contendo diversos substratos que ndo necessariamente acetato
(HATTORI, 2008).

(5) CH;COO + H,0 — CH4 + HCO3 (metanogénese acetoclastica)

Na metanogénese hidrogenotréfica o hidrogénio produzido
durante a etapa acetogénica é utilizado como doador de elétrons
enquanto que o dioxido de carbono atua como receptor de elétrons,
sendo posteriormente reduzido até a formacao de metano (CHAPELLE,
2001; CONRAD, 1999; REEVE et al., 1997). A redugéo do dioxido de
carbono é realizada em diversas etapas (a0 menos 4), sendo
caracterizada pela formagdo do complexo metil-coenzima M com
posterior reducdo a metano (CHAPELLE, 2001), via metil-coenzima M
redutase. Tais reacOes sdo medidas por arqueas hidrogenotroficas e, a
associacdo destes micro-organismos com bactérias sintréficas que
conduzem a homoacetogénese é de extrema importancia, ja que ha
necessidade de micro-organismos capazes de consumir o hidrogénio
produzido nas etapas anteriores (pelas bactérias sintroficas) para

1 A metil-coenzima M redutase é uma enzima conservativa, presente em todos os
géneros de arqueas metanogénicas e € responsavel por mediar a reducdo da metil
coenzima M com formag&o de metano e producdo de ATP.
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permitir a continuidade das rea¢Ges (HATTORI, 2008; LALMAN,
2000; SCHINK, 1997).

(6) 4H, + HCO3; + H" — CH, + 3H,0 (metanogénese hidrogenotréfica)

Os micro-organismos  metanogénicos sdo  estritamente
anaerébios e pertencem ao reino das arqueas. Sdo capazes de utilizar
substratos como hidrogénio, didxido de carbono, monoxido de carbono,
metanol, compostos metilados e acetato (STAMS e PLUGGE, 2010)
(TABELA 5.7). Existem diversas espécies de micro-organismos
associados aos processos metanogénicos e a presenga destes pode
fornecer informacBes a respeito dos processos predominantes no
sistema, uma vez que determinados micro-organismos possuem
afinidade por substratos especificos, logo, a predominancia de
determinados géneros pode fornecer evidéncias dos processos
decorrentes no sistema. Caso estes micro-organismos nao estejam
presentes e atuando em sintrofia com bactérias especificas, o hidrogénio
pode se acumular no sistema, resultando na possivel inibicdo da
metanogénese, jA que €& necessaria a manutencdo de baixas
concentracBes de hidrogénio para que as reagbes ndo se tornem
termodinamicamente desfavoraveis (LALMAN, 2000; WIEDEMEIER,
1999a).
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FIGURA 5.4. Representagdo esquematica da degradagdo anaerébia de
COmpostos organicos.
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FONTE: Adaptado de Demirel e Scherer (2008).
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TABELA 5.7. Espécies de micro-organismos e substratos utilizados
para a metanogénese.

Micro-organismos Substrato consumido
metanogénicos
Methanobacterium bryantii H, / CO,
Methanobacterium

formici H, / CO,, formato
ormicicum

Methanobacterium

thermoalcaliphilum Tl (eloh
Methanothermobacter

thermoautotrophicum Hz/ CO,
Methanothermobacter wolfeii H, / CO,
Methanothermus fervidus H, / CO,, formato
Methanothermococcus

thermolithotrophicus G0, T
Methanococcus voltaei H, / CO,, formato
Methanococcus vannielii H, / CO,, formato
Methanomicrobium mobile H, / CO,, formato
Methanospirillum hungatei H, / CO,, formato
Methanosarcina acetivorans Metanol e acetato

H, / CO,, metanol,
metilaminas e acetato
Methanosarcina mazeii Metanol, metilaminas e acetato

H, / CO,, metanol,
metilaminas e acetato

Methanosarcina barkeri

Methanosarcina thermophila

Methanococcoides

methylutens Metanol
Methanosaeta concilii

. Acetato
(soehngenii)
Methanosaeta thermophila Acetato

FONTE: Adaptado de Demirel e Scherer (2008).
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5.3.2 Sintrofia

A sintrofia pode ser definida como um tipo de cooperagdo
simbidtica onde micro-organismos metabolicamente distintos dependem
um do outro para a degradacdo de determinados substratos e,
geralmente, este processo ocorre por meio da transferéncia de um ou
mais metabdlitos entre 0s micro-organismos envolvidos. RelagGes
sintréficas sdo particularmente importantes quando o acimulo de
metabolitos produzidos nos processos de degradacdo passa a
desencadear limitagfes termodindmicas no sistema. A existéncia de
cooperagdes sintroficas entre micro-organismos, especialmente em
ambientes metanogénicos, podera tornar as reacdes de degradacdo de
compostos organicos termodinamicamente favoraveis, considerando que
0s compostos gerados em uma determinada etapa do processo de
degradacdo servirdo como substratos para as etapas subsequentes,
impedindo seu acUimulo no sistema (SCHINK e STAMS, 2006;
MCcINERNEY et al., 2008).

Um dos primeiros relatos sobre a existéncia deste tipo de
relagdo simbidtica entre micro-organismos foi descrito por Bryant et al.
(1967), quando foi observada uma relacdo sintréfica entre os micro-
organismos Methanobacterium bryantii e “micro-organismo S”,
envolvidos no processo de fermentagdo do etanol. O “micro-organismo
S” atuou na fermentagdo do etanol produzindo acetato e hidrogénio
(reacdo 7), enquanto que Methanobacterium bryantii  utilizou o
hidrogénio produzido na etapa anterior para reduzir diéxido de carbono,
produzindo metano e agua (reacdo 8). Quando relagBes sintroficas
passam a ocorrer (representadas pela combinacdo das reagdes 7 e 8), a
fermentacdo do etanol torna-se termodinamicamente favoravel
(reacio 9) (BRYANT et al, 1967). A auséncia de cooperagBes
sintréficas resultaria no acimulo de hidrogénio no sistema e, como
consequéncia, no aumento de sua pressao parcial, resultando na inibicéo
da degradacdo do etanol, uma vez que a reagdo permaneceria
endergdnica (reacéo 7).

(7) ZCchHon + 2H20 - 2CH3COOH + 4H2 AG’= +19 kJ/mol
®) 4H, + CO; — CH,+ 2H,0 AG'= -131 kJ/mol

9) 2CH,CH,OH + CO, — 2CH,COOH + CH, AG'=-112 ki/mol
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Em condi¢cGes metanogénicas, onde o rendimento energético
atua proximo ao limite minimo necessario para o metabolismo
microbiano (= -20 kJ. reacdo™), torna-se essencial a presenca de micro-
organismos capazes de conduzir as reacbes com esta disponibilidade
energética (SCHINK, 1990). Micro-organismos anaerdbios, atuando em
cooperacdes sintroficas, sdo considerados especialistas na exploracao de
potenciais energéticos minimos para manutencdo de seu metabolismo
(SCHINK, 1997). Ao associar estas informacfes aos resultados
observados em Bryant et al. (1967), a existéncia de relagbes sintréficas
passou a ser considerada um processo fundamental na degradacdo de
determinados compostos organicos. Além disso, foram desenvolvidos
diversos trabalhos em que foi observada a existéncia de micro-
organismos atuando em cooperacdes sintroficas para degradagdo de
determinados substratos organicos como 4acidos graxos, etanol e
hidrocarbonetos aromaticos (SCHINK, 1997; CHAUHAN et al., 2004;
LUEDERS et al., 2004; BECKER et al., 2004; GRABOWSKI et al.,
2005; KATO et al., 2012), demonstrando o papel fundamental que as
cooperagdes sintroficas desempenham nos processos de biodegradagéo.

Para que 0s processos de biodegradacdo possam ocorrer de
maneira sequencial, os elétrons e metabdlitos gerados durante as
diversas etapas precisam ser transferidos entre 0s micro-organismos para
a manutencdo de seu metabolismo. Os processos anaerdbios de
degradacdo de contaminantes organicos irdo produzir metabolitos como:
acetato, hidrogénio, dioxido de carbono, formato, entre outros. A
transferéncia destes metabdlitos pode ser realizada por meio da interagéo
entre  micro-organismos  acetogénicos,  hidrogenotréficos e
acetoclasticos, onde o acetato e hidrogénio produzidos na etapa
acetogénica, sdo consumidos por metanogénicos acetoclasticos e
hidrogenotréficos, respectivamente. O hidrogénio excretado como
metabdlito de degradacdo em uma determinada etapa pode, dependendo
do micro-organismo atuante, ser transferido e utilizado em uma segunda
etapa (CORD-RUWISCH et al., 1998), garantindo a continuidade do
processo de degradacdo (ACHTNICH et al., 1995; SCHINK e STAMS,
2006).

Em ambientes anaerdébios a concentracdo de hidrogénio pode
variar dependendo do processo de oxidacdo-reducao decorrente, sendo a
faixa de concentracdo comumente encontrada em ambientes sob
condigdes metanogénicas (5-15nM) superior a outros processos como
sulfato-reducdo (1-4nM), ferro-reducdo (0,2-0,8nM) e nitrato-reducgdo
(<0,1nM) (CHAPELLE, 2001). Portanto, micro-organismos capazes de
conduzir a transferéncia e consumo deste metabdlito em processos
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anaerobios, principalmente em condi¢fes metanogénicas (onde as
concentragGes de hidrogénio sdo mais elevadas), sdo particularmente
importantes para prevenir o0 estabelecimento de limitagBes
termodindmicas no sistema.

5.4 BIODEGRADAGAO ANAEROBIA DO BIODIESEL

O biodiesel é composto basicamente por hidrocarbonetos na
forma de ésteres e, em virtude destes compostos possuirem atomos de
oxigénio em sua estrutura molecular, isso faz com que seja mais
suscetivel ao ataque enzimatico de micro-organismos (ZHANG et al.,
1998). Quando estes ésteres sofrem o ataque microbiano, ocorre a
hidrolise do éster por uma esterase, produzindo um acido graxo de
cadeia longa (AGCL) que acaba sendo clivado até a producdo de Acetil-
CoA (CHAPELLE, 2001; OWSIANIAK, et al., 2009; LALMAN e
BAGLEY, 2002). Este mecanismo é conhecido como B-oxidacdo de
acidos graxos, o qual se trata de uma via metaboélica que rompe a cadeia
linear do &cido graxo, pela oxidacdo do carbono da posicdo beta,
produzindo moléculas de Acetil-CoA (fragmentos de dois carbonos).
Durante as reagdes de P-oxidacdo, cada molécula de Acetil-CoA
produzida da origem a uma molécula de acido acético (FIGURA 5.5).

Em ambientes subsuperficiais, onde condi¢cdes metanogénicas
podem ser predominantes, os receptores de elétrons disponiveis sdo
prétons e didxido de carbono, o que faz com que a transferéncia inter-
espécies de hidrogénio seja um mecanismo importante na degradagéo de
AGCL. Nestas condigcfes, os compostos sdo degradados por bactérias
sintréficas acetogénicas as quais convertem os acidos graxos de cadeia
longa em acetato e hidrogénio. As arqueas metanogénicas
hidrogenotréficas consomem o hidrogénio produzido e convertem
dioxido de carbono em metano (SOUSA, 2006), sendo, portanto, a
interacdo entre bactérias sintréficas e arqueas metanogénicas um fator
determinante para a degradacdo de AGCL (CHAPELLE, 2001;
McLNERNEY et al., 2008).

Neste tipo de interacdo, a degradacdo dos acidos graxos é
termodinamicamente desfavoravel a menos que o hidrogénio produzido
pelas bactérias acetogénicas sintréficas seja mantido em baixas
concentragBes por acdo de argueas metanogénicas hidrogenotréficas.
Tomando como exemplo a degradacdo do oleato, a energia livre de
Gibbs da reacdo de conversdo deste composto em acetato e hidrogénio
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tem valor positivo (+390,8 kJ.mol™), porém quando o hidrogénio
produzido nas etapas anteriores é consumido por micro-organismos
hidrogenotréficos, a reacdo torna-se exergdnica (-469,02 kJ.mol™) e
favorece a continuidade da reagdo, permitindo que o composto seja
degradado até a etapa final de mineralizag&o.

TABELA 5.8. ReagOes envolvidas no processo de biodegradacdo do
biodiesel, representadas pela degradacdo do AGLC oleato.

Reacdes envolvidas na degradacdo do oleato (Cyg.1): (1) AG®’
B-oxidacdo; (2) oxidagdo sintrofica do acetato e (3) | reagdo™
metanogénese hidrogenotrdfica: (kJ.mol™)
(1) CygH30, + 16H,0 — 9CH,COO™ + 8H" + 15H, +390,80
(2) 9CH5COO" + 8H" + 18H,0 — 35,5H, + 18CO, + 814,39
(3) 50,5H, + 12,5C0O, — 12,5CH, + H" + 25H,0 -1674,21
Soma: CygH330, + 9H,0 — 12,5CH, + 5,5C0,+ H' - 469,02

*Nota: O calculo do AG®" das reag¢des foi realizado utilizando valores
extraidos de Lalman (2000) para o oleato e Thauer et al. (1977) para os
demais compostos. Foram consideradas condi¢des padrdo (concentragdo de
1M concentragdo, temperatura de 25°C, pressdo parcial de 1 atm e pH = 7).
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FIGURA 5.5. Estagios da reagdo de beta oxidagao de acidos graxos.
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FONTE: Adaptado de Sousa et al. (2009) e Lehninger et al. (1993).

Diversos micro-organismos capazes de degradar acidos graxos
em condi¢Ges anaerdbias ja foram identificados (TABELA 5.9) e
pertencem as familias Syntrophomonadacea e Syntrophaceae as quais
atuam em sintrofia com arqueas metanogénicas hidrogenotréficas e
bactérias sulfato-redutoras durante a degradacdo dos acidos graxos
(SOUSA, 2006). Embora a degradacdo destes compostos seja mais
comumente observada por meio de cooperacdes sintroficas entre micro-
organismos, foi constatada que as reacOes de degradacdo destes
compostos podem ser mediadas também por micro-organismos ferro-
redutores como Desulfuromonas palmitatis sp. nov. (COATES et al.,
1995). Colleran et al. (1995) demonstrou também a possibilidade de
bactérias sulfato-redutoras conduzirem a degradacdo anaerébia de
AGCL contendo de 10 a 16 carbonos, utilizando a rota de p-oxidacao.
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TABELA 5.9. Bactérias degradadoras de AGCL, micro-organismos em
sintrofia e AGCL utilizado.

Bactérias Faixa de utilizagdo do
acetogénicas Microrganismo AGCL
deg rffé(g;)[as de em sintrofia Saturado | Insaturado
Methanospirillum
Syntrophomonas hungatei JF-1
wolfei Desulfovibrio sp. C4-C8
Gl1
Methanospirilum
Syntrophomonas hungatei M1h C4-C8
bryantii Desulfovibrio sp.
E70
Syntrophomonas Methanospirillum C4-C18 C18:1;
sapovorans hungatei JF-1 C18:2
Methanospirillum
Syntrophomonas hungatei SK C4-C18
wolfei saponavida Desulfovibrio sp.
G11
Thermosysntropha Methanobacterium C4-C18 C18:1;
lipolytica JW/V/S-M29 C18:2
Methanospirillum
Syntrophus hungatei JF1 C4-C8;
aciditrophicus Desulfovibrio sp. | C16; C18
G11
Syntrophomonas Methaquacterlum C11-C18 c181
curvata formicicum MF
Syntrophomonas Methanospirillum
i C4-C8
erecta hungatei JF-1

FONTE: Adaptado de Sousa (2006).
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55 BIODEGRADAGCAO DE HIDROCARBONETOS
MONOAROMATICOS

Os anéis benzénicos presentes na estrutura dos hidrocarbonetos
aromaticos lhes conferem uma grande estabilidade quimica, dificultando
sua degradacdo pelo fato de o0s micro-organismos encontrarem
dificuldade em quebrar as ligagcdes do anel para utilizar o carbono como
fonte de energia. No entanto, em virtude da persisténcia dos
hidrocarbonetos  aromaticos no  ambiente,  micro-organismos
desenvolveram mecanismos bioquimicos para degrada-los. As rotas
metabolicas de degradagdo aerdbia do benzeno puderam ser elucidadas
guando uma cepa de Pseudomonas putida foi isolada e observou-se que
esta era capaz de crescer em um meio contendo etilbenzeno e tolueno e
capaz de oxidar a molécula de benzeno. A presenca das enzimas
denominadas dioxigenases foi determinante para quebrar a estabilidade
do anel aromatico, ja que estas atuam de maneira a incorporar moléculas
de oxigénio na estrutura do anel, tornando-a mais suscetivel ao ataque
microbiano (RAMOS et al., 1995; RUEGG et al., 2007). Apés reacdes
sequenciais, o anel benzénico é transformado em catecol até a completa
mineralizacdo a didxido de carbono.

Muito do que se sabe sobre a degradacdo microbiol6gica de
hidrocarbonetos de petréleo se refere a processos aerdbios de
degradagdo. No entanto, os sistemas de &aguas subterrneas possuem
baixa disponibilidade de oxigénio e, por este motivo, tendem a entrar em
anaerobiose, no caso de um evento de contaminacdo com compostos
organicos, devido a alta demanda bioquimica de oxigénio,
principalmente na regido da fonte de contaminacdo (MACKAY et al.,
2006; FERIS et al., 2008; YU et al., 2008; RAMOS et al., 2013).

Grbic-Galic e Vogel (1987) conduziram um dos primeiros
estudos sobre a degradacdo de benzeno e tolueno em condig¢bes
metanogénicas e avaliaram as possiveis rotas metab6licas de degradacédo
(FIGURA 5.6), sugerindo que os processos de oxidagdo podem ocorrer
por meio de hidroxilacdo do anel benzénico gerando metabdlitos como
fenol, cresol, alcodis aromaticos, entre outros compostos. Ficker et al.,
(1999) associaram a presenca das espécies de micro-organismos
Desulfotomaculum spp., Methanosaeta e Methanospirillum spp.,
(bactérias  redutoras de sulfato e arqueas metanogénicas,
respectivamente) com a degradacdo anaerébia de tolueno. Além das
espécies de bactérias sulfato-redutoras e arqueas, 0S micro-organismos
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ferro-redutores demonstraram também estar fortemente relacionados a
degradacdo destes compostos (LOVLEY e LONERGAN, 1990;
LOVLEY et al., 1996; ANDERSON et al., 1998; LOVLEY, 2000).
Adicionalmente, varios estudos realizados com hidrocarbonetos
monoaromaticos relataram que estes compostos podem ser degradados
em condicBes metanogénicas (EDWARDS e GRBIC-GALIC, 1994,
WEINER e LOVLEY, 1998; ULRICH e EDWARDS, 2003;
CHAKRABORTY e COATES, 2004; REINHARD et al., 2005;
RAMOS et al., 2013).

O mecanismo geral de degradacdo anaerdbia de compostos
monoaromaticos ocorre pela conversdo do composto aromatico no
intermediario benzoil-CoA, o qual posteriormente leva a produgdo de
moléculas de acetil-CoA. A quebra das moléculas de acetil-CoA é
realizada por meio de enzimas, produzindo energia na forma de ATP
que serd utilizado pelas células microbianas, resultando na liberacdo de
acetato (HEIDER e FUCHS, 1997; FERRY, 1992; CHAKRABORTY e
COATES, 2004; FUCHS et al., 2011).

FIGURA 5.6. Rota metabolica de degradacdo de compostos monoaromaticos
em condigdes anaerdbias, convergindo na produgdo do metabélito benzoil-CoA.
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56 BIODEGRADACAO DE HIDROCARBONETOS
POLICICLICOS AROMATICOS

A presenga de HPAs na composicdo do diesel faz com que este
se torne um combustivel com caracteristicas ainda mais recalcitrantes,
agravando problemas ambientais e exigindo estratégias de remediacao
especificas para a atenuagdo destes compostos. De uma maneira geral, a
estratégia para degradacdo dos HPAs ocorre pela clivagem dos anéis,
formando produtos intermediarios que podem ser utilizados em outros
processos bioquimicos. Ambrosoli et al. (2005) relataram que HPAs
com até 4 anéis aromaticos em sua estrutura podem ser degradados em
condigdes anaerdbias. Os HPAs podem ser degradados em diferentes
condigdes anaerdbias — nitrato (ERIKSSON et al., 2003), ferro
(RAMSAY et al., 2003), sulfato-redugdo (MECKENSTOCK et al.,
2000) e condigdes metanogénicas (CHANG et al., 2006), tendo
relacionado a presenca de arqueas, bactérias pertencentes aos géneros
Geobacter, Burkholderia e, até mesmo, espécies contidas no filo
Firmicutes, aos processos de degradacédo anaerébia dos HPAs (HEIDER
e FUCHS, 1997; ANDERSON et al., 1998, WATANABE, 2001,
RAMSAY et al., 2003; JOHNSEN et al., 2005; CHANG et al., 2006;
HARITASH e KAUSHIK, 2009; TSAI et al., 2009). Normalmente,
compostos HPAs de maior peso molecular (4 ou mais anéis), como
pireno, benzo (b) fluoranteno e benzo (g,h,i) perileno, possuem uma
forte tendéncia a permanecerem aderidos a particulas de solidos
suspensos e, portanto, isto reduz sua mobilidade e o risco que
representam ao local impactado. J& os HPAs de baixo peso molecular (2
ou 3 anéis aromaticos), como naftaleno, fluoreno e fenantreno por serem
mais sollveis e possuirem capacidade de migracdo sdo mais
preocupantes do ponto de vista ambiental (TSAI et al., 2009).

O mecanismo de degradacdo dos compostos HPAs ainda nao foi
completamente elucidado, porém, para aqueles de menor peso
molecular, alguns mecanismos foram propostos. A degradacdo do
fenantreno e fluoreno demonstrou ocorrer via transformagdo em
diversos  metabdlitos  (p-cresol,  p-hidroxibenzil  alcool, p-
hidroxibenzilaldeido e p-hidroxibenzoato) até a producdo de moléculas
de fenol, as quais sdo posteriormente convertidas em &cido acético
(FIGURA 5.7), sendo este facilmente utilizado como substrato por
diversos micro-organismos, resultando no processo final de degradacéo
anaerébia de compostos orgénicos — a metanogénese (CALLISTER et
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al., 2010; LI-PING et al., 2011). No caso do naftaleno, diversos
mecanismos foram propostos como; hidroxilacdo (BEDESSEM et al.,
1997), carboxilagdo (ANNWEILER et al, 2002; FUCHS et al., 2011) e
hidrogenacéo (ZHANG et al., 2000).

FIGURA 5.7. Mecanismo de degradacdo proposto para a biotransformagéo

anaerdbia do fenantreno.
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FONTE: Adaptado de Haritash e Kaushik (2009) e Tsai et al. (2009).

A via carboxilica parece ter sido mais comumente observada e o
processo ocorre pela introducdo de um radical COO™ ao anel aromatico
do naftaleno (carbono na posicdo 2), dando origem ao acido 2-naftéico.
Fuchs et al. (2011) apresentam a formacdo do metabdlito naftoil-CoA a
partir do acido 2-naftdico e, apesar de ndo se conhecer as reacOes
intermediarias, moléculas de benzoil-CoA sdo produzidas (FIGURA
5.8). As reacles subsequentes sdo analogas a rota de degradacdo dos
hidrocarbonetos monoaromaticos (FIGURA 5.6). J& Annweiler et al.
(2002) sugerem que apdés a formacdo do acido 2-naftdico, este é
reduzido a é&cido 5,6,7,8- tetrahidro-2-naftdico e & acido octahidro-
naftoico até a clivagem do anel aromatico e, apresentam as reacdes
sequenciais, a partir destes metabdlitos, dando origem a moléculas de
ciclohexano.
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FIGURA 5.8 Mecanismo de degradacdo (via carboxilagdo) proposto para a

biotransformagéo anaerobia do naftaleno.
\ /\ CoA
COO [ATPI COS-CoA
ﬁ_b __________ »
‘ ‘ 2
Naftaleno : HS CoA Benzoil-CoA

FONTE: Adaptado de Fuchs et al. (2011).

5.7 INFLUENCIA DO BIODIESEL SOBRE A DEGRADAGAO
DO DIESEL

A crescente utilizacdo de misturas contendo biodiesel e diesel e
0 aumento da possibilidade de contaminagdo ambiental por estes
combustiveis fazem com que a influéncia que estes combustiveis
exercem um sobre o outro no ambiente subsuperficial seja importante
para determinar as consequéncias desta interacdo nos processos de
biodegradacdo. No caso de gasolina, que contém etanol em suas
formulagdes, foi observado que no ambiente subsuperficial o etanol
exerce influncia sobre o0s compostos da gasolina, sendo
preferencialmente consumido e retardando temporariamente a
degradagdo dos outros compostos, porém, em um segundo momento, ao
ser degradado o etanol estimula a biomassa do aquifero, beneficiando a
degradacio dos compostos da gasolina (CAPIRO et al., 2008;
CORSEUIL et al., 2011a). Da mesma forma, no caso de misturas de
diesel/biodiesel, o biodiesel promove a degradagdo dos componentes do
diesel pelo processo de cometabolismo® (ZHANG et al., 1998:
PASQUALINO et al., 2006).

Estudos concluiram que o biodiesel pode promover a aceleracao
da degradacdo do diesel e, quanto maior a quantidade de biodiesel
presente numa mistura biodiesel/diesel, maior a taxa de degradacdo
(PASQUALINO et al.,, 2006; MELLO et al., 2007; ZHANG, et al.
1998). Taylor e Jones (2001) estudaram a degradagdo dos HPAs na
presenca de biodiesel e observaram que a adicdo de biodiesel e de
nutrientes inorganicos acarretou no aumento da degradacdo dos HPAsS,

2 Utilizagdo de um substrato facilmente biodegradavel como fonte de carbono
para estimular a biomassa e viabilizar a degradagdo do outro substrato que
contém compostos mais recalcitrantes.
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que pode ser justificado pela degradacdo do biodiesel ocasionar um
aumento da biomassa bacteriana, fazendo com que atue positivamente
na degradacdo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)
presentes no diesel. No entanto, para que o biocombustivel possa
exercer efeitos positivos sobre o combustivel fossil, € necessario haver
uma concentracdo significativa. Neste sentido, Mello et al. (2007)
conduziram experimentos laboratoriais com misturas de diesel e
biodiesel e ndo observaram influéncia do biodiesel em misturas com
fracGes inferiores a 20% (em volume) deste composto. Diante destas
observagdes, para que o0 biodiesel possa promover efeitos positivos
sobre a degradacdo do diesel, € necessario que esteja presente em
fracGes iguais ou superiores a 20% nas misturas de diesel/biodiesel, ja
que fragbes inferiores ndo demonstraram exercer influéncia sobre os
processos de biodegradacédo do diesel.

58 TECNOLOGIAS DE REMEDIAGCAO

As tecnologias de remediacdo podem ser classificadas como:
ex-situ (ou off-site), realizado fora do local onde ocorreu a contaminacéo
e, por isso, é um tratamento que requer escavacao e remocédo do material
contaminado para outro local e, in-situ (ou on-site), tratamento feito no
préprio local da contaminagéo, o qual normalmente acarreta em menores
impactos por ndo transferir o material contaminado para posterior
tratamento em outro local (NANO et al., 2003). A biorremediagéo in
situ de aguas subterrdneas é amplamente utilizada em ambientes
contaminados com compostos organicos derivados de petroleo. Existem
varias técnicas para a remediacdo de ambientes contaminados, tais
como, bioventilagdo, air sparging, bioestimulacdo com receptores de
elétrons, atenuacdo natural, bioaumentacdo, land-farming entre outras
(HINCHEE et al., 1994; NORRIS e MATTHEWS, 1994), sendo a
escolha da técnica baseada no cendrio de contaminacdo e no tempo
necessario/disponivel para realizar e concluir a remediacao.

Em locais onde hé disponibilidade de nutrientes e receptores de
elétrons é possivel utilizar a técnica de remediacdo de atenuacédo natural
monitorada. Nesta técnica estdo envolvidos processos fisco-quimicos e
biol6gicos para a redugdo de massa, toxicidade ou concentracdo de
contaminantes no ambiente. Estes processos in situ incluem
biodegradacdo, dispersdo, diluicdo, sorcdo, volatilizacdo e
transformacdo ou eliminagdo de contaminantes (WIEDEMEIER,
1999a). No entanto, em locais onde a disponibilidade de nutrientes e



40

receptores de elétrons é baixa, a atenuacdo natural dos contaminantes
pode ocorrer de maneira limitada. Para tanto, existem tecnologias de
remediacdo ativa que podem ser utilizadas para acelerar o processo e
superar as limitagdes decorrentes da falta de nutrientes e receptores de
elétrons na érea.

A bioestimulagdo caracteriza-se por ser uma tecnologia de
remediacdo ativa que consiste na introducdo de nutrientes e/ou
receptores de elétrons (LIEBEG e CUTRIGHT, 1999), podendo ser feita
em condi¢cdes aerdbias ou anaerdbias. Na bioestimulacdo aerdébia os
micro-organismos utilizam oxigénio como receptor de elétrons para
oxidar um determinado composto organico. Apesar de esta técnica ser
vantajosa do ponto de vista energético (maior fornecimento de energia
para células microbianas) e menor tempo necessario para degradacao de
compostos, sua aplicacdo em aquiferos subsuperficiais apresenta certas
limitagbes como: a baixa solubilidade do oxigénio na &gua, o rapido
consumo deste pelos micro-organismos aer6bios e as dificuldades em
manter o seu fornecimento para as subsuperficies (DA SILVA, 2005;
HUTCHINS et al., 1998). Tais limitacGes fazem com que outras técnicas
de bioestimulacdo, como a anaerébia, sejam consideradas mais atrativas
para este tipo de ambiente (REINHARD et al., 1997).

Na bioestimulacdo anaer6bia sdo geralmente utilizados
receptores de elétrons para promover a biodegradacdo dos
contaminantes. Uma das vantagens da bioestimulacdo anaerdbia ¢ o fato
de a aplicacdo de receptores de elétrons anaer6bios ser economicamente
vantajosa e por serem compostos quimicamente mais estaveis do que o
oxigénio (DA SILVA et al, 2005). As reacGes bioldgicas de
transferéncia de elétrons envolvem a oxidacdo dos doadores de elétrons,
i.e. hidrocarbonetos e, redugdo dos receptores de elétrons, com produgéo
de energia®. A bioestimulagdo anaerébia in situ em aquiferos
contaminados por derramamento de combustivel tem recebido grande
destaque como tecnologia alternativa devido ao fato de ser uma
metodologia economicamente mais vidvel do que as tecnologias
convencionais de remedicdo e por ndo apresentar as limitacfes da
bioestimulacdo aerdbia (REINHARD et al., 1997; DA SILVA et al,,
2005).

® A producéo de energia pode ser quantificada por meio da energia livre de
Gibbs (AG®)).



41
6 MATERIAIS E METODOS

Para o estabelecimento da parte experimental deste trabalho,
foram preparados 100L de uma mistura contendo 80% de diesel puro e
20% de biodiesel de soja (v/v), liberados diretamente no lengol freatico
a fim de estudar o processo de remediacdo na &gua subterrdnea. A
escolha pela mistura B20 se deu pelo fato de que em misturas onde a
proporcdo de biodiesel é inferior a 20%, ndo é possivel observar a
influéncia do biodiesel sobre os compostos do diesel (MELLO et al.,
2007). Desta forma, 0s processos que ocorreram no experimento
estariam associados somente aos compostos presentes no diesel, ndo
permitindo o estudo da presenca concomitante do biodiesel. Levando em
consideragcdo o aumento continuo da proporcdo de biodiesel que vem
sendo acrescentada as misturas com diesel e, que a tendéncia €
permanecer aumentando, justifica-se entdo a escolha pelo estudo com a
mistura B20. Além disso, o fato de se dispor de um experimento
semelhante com B20, no qual a atenuacdo natural deste biocombustivel
foi avaliada (CHIARANDA, 2011), possibilitou a comparacdo entre 0s
resultados obtidos com as técnicas de atenuacdo natural e
bioestimulacao.

6.1 AREA EXPERIMENTAL

O experimento estd situado em uma area conhecida como
Fazenda Experimental da Ressacada, propriedade da Universidade
Federal de Santa Catarina, localizada no sul da ilha de Floriandpolis,
préxima ao aeroporto Hercilio Luz (FIGURA 6.1). A area experimental
possui aproximadamente 330m?® sendo relativamente plana com
declividades entre 0 a 3%. Foram instalados 47 pogos multiniveis, sendo
42 destinados ao monitoramento da agua subterranea e 5 para realizacéo
das injecGes semanais do agente de bioestimulacdo — acetato de amdnio
(FIGURA 6.2). Os pogos foram confeccionados com canos de PVC e no
interior destes, foram colocadas mangueiras de polietileno utilizadas
para a coleta das amostras de dgua subterranea. A extremidade inferior
das mangueiras contém um filtro constituido de tela de aco inoxidavel
para evitar entupimentos, entrada excessiva de sélidos e produtos em
fase livre, capazes de interferir nas analises. Os pocos instalados 1,5m a
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montante da regido da fonte foram utilizados como pocos de injecéo, ou
seja, através deles foram realizadas as injecdes de acetato de aménio e
por isso ndo serviram para fins de monitoramento. Para os pocos de
injecdo foi designada uma fileira de 5 pogos horizontais a uma distancia
de 1m entre si. Os pocgos localizados a jusante da fonte de contaminagéo
foram destinados ao monitoramento da dgua subterranea. As dimensdes
da éarea, distancias entre os po¢os de monitoramento e os diferentes
niveis de monitoramento estéo ilustrados na Figura 6.2. Cada pocgo de
monitoramento possui cinco niveis de profundidade diferentes em
relacdo a cota do terreno, sendo diferenciados por cores. Assim, 0s
niveis 2, 3, 4, 5 e 6m correspondem as cores amarelo, azul, verde,
vermelho e preto, respectivamente.



FIGURA 6.1 - Localizagdo da Fazenda Experimental da Ressacada,
visualizacdo da éarea experimental e poco de monitoramento com
identificacdo dos diferentes niveis de profundidade pelas cores amarelo,
azul, verde, vermelho e preto.

\
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FIGURA 6.2. (A) Dimensdes, distancia entre pogos de monitoramento da area
experimental; (B) profundidade dos niveis de coleta representados pelo corte
transversal A — A’.
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6.2 LIBERAGAO CONTROLADA DO B20

No dia 08/07/2010 foi realizada a liberagcdo controlada de 100L
da mistura B20 (80% em volume de diesel e 20% em volume biodiesel)
diretamente sobre o lencol fredtico, juntamente com 3 kg de brometo de
potéassio (previamente dissolvido em &gua subterranea coletada na
prépria area experimental) para permitir 0 monitoramento do fluxo
advectivo. A liberacdo da mistura foi realizada com condicéo de sol e
aproximadamente as 11horas da manha.

Para fazer a liberacdo foi necessario aguardar o término do
periodo de chuvas, ja que este interfere diretamente nos processos de
recarga do aquifero. Esta questdo deve ser considerada, pois se no
momento da liberacdo o nivel do lencol freatico estiver alto, quando a
precipitacdo reduzir e o nivel do lencol baixar, ha possibilidade de a
mistura B20 permanecer adsorvida na zona ndo saturada e com isso, a
concentracdo do B20 na zona saturada seria inferior e ainda, liberacbes
intermitentes do B20 para a zona saturada poderiam ocorrer,
dificultando a andlise e interpretacdo dos resultados. A profundidade
ideal para a liberacdo do B20 no lencol fredtico seria de
aproximadamente 1,5m abaixo da cota do terreno, uma vez que o lencol
esteja neste nivel, os problemas acima mencionados poderdo ser
minimizados.

O nivel do lencol fredtico medido no dia da liberacdo foi de
aproximadamente 1,3m a partir da cota do terreno e rebaixado até 1,7m
(FIGURA 6.3). Optou-se por escavar 0 solo e rebaixar o lencol até esta
profundidade em virtude de haver, de acordo com analises de sondagens
realizadas no local, uma camada argilosa até a profundidade de 1,66m
(FIGURA 6.5) que poderia atuar como uma barreira fisica para o acesso
da mistura B20 até a zona saturada. Apos a liberacdo dos combustiveis
da mistura, a regido da fonte de contaminacdo foi coberta novamente
com o solo original, lona plastica e pedriscos de 5 mm de didmetro com
0 objetivo de minimizar processos de volatilizacdo dos compostos e
reduzir a influéncia dos processos de recarga sobre o nivel do lencol
fredtico.
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FIGURA 6.3 (A) Area onde foi realizada a liberagdo controlada da mistura B20,
com 1m? e profundidade de 1,7m; (B) cobertura da area com solo original ap6s
liberagdo do B20; (C) cobertura da area escavada com lona e brita.




FIGURA 6.4. (A) Localizacdo dos piezbmetros utilizados para medicdo do nivel do lengol freatico ao redor da &rea

experimental (destacada em preto). (B) Monitoramento da pluviometria e do nivel do lengol fretico até o momento da
liberacdo controlada do B20 (destacada em cinza).

05 Nivel do lencol e Indice Pluviométrico 160
— I’ .
£ c
— - 120 <,
9 o}
O
g 15 3
o -8 @
'8 1.0 il =
= - 40 —
D 05
= ' Ji w “v ﬂ il %
“ 00 | \ | 0 =
sssgsgoseclbeoc ooz oo
C 55 5 %% =2 S 5T 5 % = S 5T >S5 H = < —&— PE
SEge~ 228 geg 82388828 o
~ —— PZ02
Tempo (més e ano) P703

Ly



48

FIGURA 6.5 Sondagens na regido de fonte e PM28 da area experimental, com

destaque para camada argilosa presente na fonte de contaminacéo (profundidade
de 1,00 - 1,66m).

Local do servigo: Fazenda da Ressacada — Fpolis/SC. Local do servigo: Fazenda da Ressacada — Fpolis/SC.

Sondagem n*: Area 2 / Fonte Sondagem n*: Area 2 / PM-28

Cota do terreno: Cota do terreno:

Inclinagdo: Vertical Inclinagdo: Vertical

Data de infcio: 12/09/2007 Data de inicio: 12/09/2007

Data de término: 12/03/2007 Data de término: 12/09/2007

ol 8 G018 lorgfyp-| g

(m e oo contgeo Descrigdo do Materia 3 m e d contgeo] Descrigdo do Materia 3

doguo ki d'bquo i
Areia fina, com motéria orgdnico, escura. Areia fina, com matéria orgdnica, escura,

- ; Areia fina, orgilosa, esura.
Areia fina, orgiloso, escura.

3
E3

Ik

f
=1

Areia fing, marrom claro, pouco argilosa.

Treia fina, clora, pouco argiosa.

2 2
2.1 | Areia fing, clara.
Areia fing, clara (com bastante gua).
250 Arela fina, clar, pouco argilosa.
i Il I 3 3
Areio fing, cloro, pouco argilosa, Areia fina, clara.
3,45
Areio fino, claro + colorogdo loronjo
4 4
rovavelmente, pela observagtio duronte a
nstaloglo do pogo:
Provovelmente, pelo cbservagdo durante o
:| Arela fina, clara (com bastante dgua). instalogdio do pogo:
5 5
Areio fina, clora (com bostonte Ggua).
6, 6 6




49

6.3 CONFIGURACAO DO SISTEMA DE BIOESTIMULACAO
COM ACETATO DE AMONIO

O processo de bioestimulacdo metanogénica foi realizado
utilizando acetato de amdnio como substrato organico. A opgao por este
sal foi baseada no fato de este composto se tratar de uma fonte de
carbono assimilavel capaz de estimular o crescimento de micro-
organismos especificos associados a degradacdo anaerdbia de compostos
organicos monoaromaticos (RODEN e LOVLEY, 1993) e possuir
elevada solubilidade aquosa (1.480 g.L™), o que viabiliza sua injecdo na
agua subterranea. O acetato de amdnio pode contribuir também pelo
fornecimento de nutrientes, na forma de nitrogénio amoniacal o qual
pode ser prontamente assimilado no metabolismo microbiano
(LIEBERG e CUTRIGHT, 1999). Embora ndo esteja dentro do escopo
deste trabalho determinar a contribuicdo do acetato e do amonio,
individualmente, um estudo conduzido para otimizar processos
fermentativos utilizando acetato de amdnio, acetato de sodio e cloreto de
amonio observou que a eficiéncia do processo foi favorecida somente na
presenca de acetato de amonio (GU et al., 2009). Portanto, conclui-se
gue tanto o acetato como o amonio individualmente, ndo sdo eficientes
para aprimorar os processos fermentativos mas, a presenga concomitante
de ambos permite que o processo proceda de maneira otimizada e
promova efeitos benéficos sobre o processo fermentativo (MONOT et
al., 1982; LADISCH, 1991; GU et al., 2009).

A definicdo da concentracdo de acetato de amdnio a ser injetada
no sistema foi baseada nos resultados observados no trabalho de Nunes
(2006), onde foi avaliada a liberagdo controlada de gasolina na &gua
subterranea e, N0 momento em que a concentragdo de acetato na &gua
subterranea atingiu valores préximos a 300 mg.L™", condicdes
metanogénicas foram estabelecidas na area experimental. Sendo assim,
esta concentracdo foi tomada como base para sustentar condicdes
metanogénicas no presente experimento. Para determinar a massa de
acetato de amdnio a ser injetada no aquifero, foi elaborado um célculo
para reatores que se comportam como fluxo de pistdo em que o regime
do fluxo é definido pela geometria do aquifero. Assim, a carga que entra
(corte longitudinal) depende da geometria da fonte, da velocidade da
agua subterranea e da concentracdo do composto de interesse.
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W(t) = Q x Centradar €M que:

Centrada = CONcentracdo do composto;
Q=vazédo (Q = Axv);

A = &rea da seccdo transversal (A = B x H)
B = comprimento;

H = altura;

v = velocidade da gua subterranea

Dados de entrada:

Comprimento (B) = 4m

Altura (H) =5m

Velocidade (v) = 6 m.ano™

Contraga = 300mg.Lt=0,3g.L"

Q = Axv=120m’ano™ = 329L.dia*

Com estes valores é possivel calcular a carga semanal a ser
injetada na area, multiplicando-a pela concentracdo de acetato de
amonio desejada:

329L 0,3
W) =Qx Centrada = (m) X (Tg)
W (t) = 98,7g.dia® > = 700g.semana’

O sistema de injecdo foi realizado com uma solucéo de acetato
de amédnio contendo 700g do sal diluidos em 25L de agua coletados em
uma bombona plastica, sendo esta agua bombeada diretamente de um
poco piezométrico afastado da area experimental e, em seguida, o
preparo da solucdo foi conduzido diretamente em um barrilete com 50L
de capacidade. Foram confeccionados 5 tubos de PVC de
aproximadamente 1L de capacidade com uma mangueira de teflon
acoplada na saida, a fim de conectar estas com as mangueiras
correspondentes aos diferentes niveis de profundidade (FIGURA 6.6).
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As injecdes foram iniciadas em 09/08/2010, aproximadamente 1 més
apos a liberacdo controlada da mistura B20 e, o procedimento consistiu
em medir 1L da solucdo de acetato de amonio transferindo-a para 0s
tubos de PVC previamente conectados aos diferentes niveis de
profundidade, fazendo a transferéncia da solucdo por acdo da gravidade.
Este procedimento foi realizado em 5 pocos localizados a 1,5 metros a
montante da fonte de contaminagéo, totalizando um volume de 25L de
solucéo de acetato de amdnio injetados semanalmente na area.

As injecBes foram interrompidas no dia 02/12/2011 em virtude
de ter sido detectado um acimulo de acetato na area experimental
durante este periodo. Conforme mencionado anteriormente, apesar de o
acetato ser capaz de estimular o crescimento microbiano por fornecer
uma fonte de carbono prontamente assimilavel, seu acimulo no sistema
pode ser prejudicial aos processos de degradacdo anaerébia dos BTEX
pelo estabelecimento de fenémenos como degradacdo preferencial do
acetato e limitagbes termodindmicas as quais, dependendo da
concentracdo de acetato no meio, podem tornar as reagOes de
degradacdo endergdnicas. Sendo, portanto, necessario 0 monitoramento
continuo das injecBes para impedir que elevadas concentracGes de
acetato inibam as reagdes de biodegradacéo.
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FIGURA 6.6. (A) Sistema de injecdo de acetato de aménio com tubos de PVC
contendo 1L da solucdo de acetato de amonio, previamente preparada no
barrilete e conectada as mangueiras diferenciadas por cores e correspondentes
aos diferentes niveis de profundidade. (B) Localizagdo dos pogos de injegdo e
da fonte de contaminac&o.
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6.4 CARACTERIZAGAO HIDROGEOLOGICA

Previamente a realizacdo deste estudo, no ano de 2007, analises
de caracterizacdo hidrogeoldgica (condutividade hidraulica, direcdo do
fluxo da agua subterranea, perfil litoldgico, porosidade especifica,
percentual de argilominerais, carbono organico, macro e
micronutrientes) foram conduzidas de forma a obter informacdes sobre
as caracteristicas do local onde o experimento foi instalado, as quais sdo
relevantes para a compreensdo da dindmica dos processos que ocorrem
no ambiente subsuperficial. Os resultados desta caracterizacdo foram
acrescentados neste trabalho, uma vez que sdo fundamentais para a
avaliacdo da dindmica dos contaminantes dissolvidos na 4gua
subterranea.

Um dos parametros mais importantes para avaliar o transporte
dos compostos na agua subterranea é a condutividade hidraulica, a qual
consiste em uma medida da habilidade do aquifero em transmitir agua
(FETTER, 1994), sendo a velocidade da 4gua subterrdnea e da migracao
da contaminacdo dissolvida diretamente relacionadas a condutividade
hidraulica da zona saturada. A condutividade hidrdulica do local foi
determinada por Lage (2005), por meio de testes de slug utilizando 14
piezbémetros existentes na regido de entorno da area experimental, os
quais consistem em tubos abertos nas duas extremidades para permitir a
passagem da agua. O teste de slug envolve o monitoramento da variacao
de presséo induzida artificialmente no aquifero e a operagdo do ensaio
consiste na introducdo ou remocdo de um volume de agua conhecido
através de um cilindrico sélido (slug) no piezémetro.

O conhecimento da direcdo do fluxo da éagua subterrnea
possibilita estabelecer a posicdo dos pogos de monitoramento presentes
na area experimental. Para avaliar a direcdo do fluxo da agua
subterranea foi realizada i) a leitura dos niveis de agua dos piezdmetros,
ii) calculo da carga potenciométrica de cada poco, iii) interpolacdo dos
valores de carga potenciométrica utilizando o Software Sufer 8.0 para
gerar um mapa de contorno da superficie potenciométrica e iv)
verificagdo da direcdo do fluxo da &gua subterrdnea. Outro fator que
deve ser considerado para avaliar a migracdo dos contaminantes na agua
subterrénea, bem como para permitir a alocacdo adequada dos pog¢os de
monitoramento, é o calculo da velocidade da 4gua subterrdnea na regido
da area experimental. Para estimar a velocidade da agua subterranea em



54

uma das areas da Fazenda Experimental da Ressacada, Costa (2008)
utilizou brometo de potassio como tragador do fluxo advectivo por ser
uma substancia conservativa e encontrou uma velocidade que variou
entre 5,2 26,2 m.ano™.

O escoamento dos fluidos € influenciado pelas caracteristicas
geoldgicas do aquifero e, consequentemente, € uma propriedade que
também pode interferir na migracdo da pluma de contaminantes. Por
este motivo, foram realizadas analise do perfil litol6gico, granulometria,
porosidade efetiva, andlise de argilominerais e analise de carbono
organico. As andlises do perfil litolégico foram realizadas pelo
Laboratorio de Remediacio de Aguas Subterraneas por meio de
sondagens na area experimental conduzidas durante a instalagcdo dos
pocos de monitoramento (CHIARANDA, 2011) e, consistem em
analises visuais realizadas com o intuito de detectar horizontes com
caracteristicas diferentes. As andlises de porosidade efetiva, as quais
representam a porcentagem de um volume de solo ou formagdo aquifera
disponivel para armazenamento temporario de agua, correspondendo a
relacdo entre o volume de vazios ocupéveis pela dgua e o volume total
do solo ou a formacdo aquifera, foram realizadas por Chiaranda (2011)
com colaboracdo do Laboratério de Irrigacdo e Drenagem do Centro de
Ciéncia Agrarias da Universidade Federal de Santa Catarina e 0 método
utilizado foi Mesa de Tensdo. Neste método, a amostra fica sob uma
tensdo (coluna de agua) para o escoamento da agua. As amostras de solo
séo protegidas na parte inferior por um papel filtro e colocadas em uma
bandeja com agua para saturar durante um pernoite. Em seguida, as
amostras sdo retiradas da agua, deixando-se escorrer, sdo pesadas e
colocadas sobre a mesa de tensdo a qual retira a agua dos macroporos
(poros com didmetro @ > 0,05 mm). Apds esse periodo, as amostras sdo
novamente submetidas & pesagem, levadas & estufa a 110°C por 24h e,
entdo sdo novamente pesadas para determinacdo do peso seco das
amostras  analisadas (UFMT, 2010). Além disso, analises
granulométricas também foram realizadas na area experimental, pelo
método de peneiramento, segundo norma regulamentada pela
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) NBR 7181. Tal
método consiste em realizar peneiramento e sedimentacdo para obtencdo
de uma curva granulométrica cujos resultados permitem fazer uma
classificaglo dos solos analisados. Tais andlises foram realizadas pelo
Laboratorio de Mecanica dos Solos do Departamento de Engenharia
Civil da Universidade Federal de Santa Catarina.
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A andlise de carbono organico é fundamental para avaliar o
transporte de contaminantes, uma vez que pode influenciar fatores como
sor¢cdo e retardo dos contaminantes na agua subterranea. A sor¢do é
definida como uma interacdo (adsorcdo ou absor¢do) entre um
determinado contaminante e particulas de solo, fazendo com que os
contaminantes se desloqguem mais lentamente na &gua subterranea,
sendo este efeito conhecido como retardo (BEDIENT et al., 1994). Além
da influéncia que o carbono organico exerce sobre o transporte de
contaminantes, sua presenca é também importante para a estimulacéo da
biomassa do aquifero (HARVEY et al., 1992). As amostras de solo
destinadas a analise de matéria organica foram enviadas ao Laboratério
Fisico Quimico e Biolégico da Companhia Integrada de
Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina (CIDASC), tendo sido
analisadas pelo método de colorimetria utilizando espectrofotdmetro
UV-visivel (A= 645 nm). Tradicionalmente, a conversdo de matéria
orgénica em carbono orgéanico é realizada por meio da divisdo do
percentual de matéria organica pelo fator de conversdo 1,72; assumindo
que a matéria organica contém 58% de carbono organico (REYES-
JARAMILLO, 1996). No entanto, este fator de conversdo pode variar
dependendo da profundidade da camada de solo. Em virtude da
possibilidade de varia¢Ges e, sabendo que as amostras de solo enviadas
para analise foram provenientes de camadas (profundidades) distintas,
para solos superficiais utiliza-se o fator de conversdo 1,9 e para 0s
subsuperficiais 2,5 (BROADBENT, 1953). De acordo com a ASTM
(2000), solos situados a uma profundidade de até 1m sdo considerados
superficiais e aqueles abaixo desta profundidade consideram-se como
subsuperficiais. Portanto, para as amostras de solo coletadas na
profundidade de até 1m abaixo da cota do terreno foi utilizado o fator de
conversdo 1,9 e para aquelas coletadas em profundidades maiores do
gue 1m utilizou-se o fator de converséo 2,5.

Para determinar propriedades mineralégicas das camadas de
solo coletadas durante as sondagens, os argilominerais foram analisados
pelo método de Difratometria de Raios X, o qual é utilizado para obter
informacOes sobre caracteristicas estruturais de um determinado
composto. Estas informagfes sdo geradas quando ocorre a penetracdo do
raio na estrutura cristalina dos argilominerais, fazendo com que o0s
atomos difratem os raios X, produzindo um novo conjunto de ondas
esféricas que se combinam e o angulo desta frente de ondas é detectado
e registrado pelo equipamento, possibilitando identificar os diferentes
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argilominerais presentes nas amostras (OLIVEIRA, 2001). Por fim, em
virtude de a composicdo nutricional do solo exercer influéncia sobre a
densidade e diversidade da biomassa do aquifero, informaces a respeito
da disponibilidade de macro e micronutrientes sdo importantes para
avaliar as condigdes originais da area (background) e verificar a
existéncia de limitagdes nutricionais que podem dificultar o crescimento
de micro-organismos no local e, consequentemente, desfavorecer os
processos de biodegradacdo no aquifero. Para tanto, amostras de solo
foram submetidas a analise dos nutrientes: nitrogénio, potassio, calcio,
magnésio, enxofre, ferro, zinco, manganés, aluminio, sddio, boro e
cobre, pela técnica de espectrofotometria de absor¢éo atbmica, realizada
pelo Laboratério Fisico Quimico e Bioldgico da Companhia Integrada
de Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina (CIDASC).



57

65 CARACTERIZACAO _FISICO-QUIMICA E
MICROBIOLOGICA DO AQUIFERO

Previamente a liberacdo controlada da mistura B20, foi
necessario realizar a caracterizagdo fisico-quimica e microbioldgica do
aquifero com o intuito de avaliar as caracteristicas da area antes da
introducdo do contaminante e possibilitar a andlise das variagdes que
possam eventualmente ocorrer em virtude da presenga do
biocombustivel. Para a caracterizacdo fisico-quimica, foram coletadas
amostras nos niveis de profundidade 2 e 6 metros, provenientes de 11
pocos de monitoramento: PMF, PM3, PM10, PM11, PM17, PM19,
PM25, PM28, PM30, PM33 e PM35 (FIGURA 6.7). As analises
realizadas em campo foram: temperatura, pH, condutividade especifica,
oxigénio dissolvido, potencial de oxidacdo-reducdo e salinidade. As
analises realizadas em laboratério por técnicas de espectrofotometria,
titulometria e cromatografia foram: ferro (Fe®"), sulfeto, acidez,
alcalinidade, anions (acetato, cloreto, nitrito, brometo, nitrato, fosfato e
sulfato). Para a caracterizacdo microbiolégica foram analisados os
mesmos 11 pocos de monitoramento, no entanto, somente no nivel 2 m
(detalhes no item 6.5.3). As varidveis analisadas nesta etapa de
caracterizacdo foram: bactérias totais, ferro e sulfato-redutoras e
arqueas, respectivamente. Os métodos de andlise para as variaveis
fisico-quimicas e microbiolégicas estdo descritos nos itens 6.5.1 ao
6.5.3.
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FIGURA 6.7. Area experimental e pocos selecionados para a caracterizacéo da
area destacados em vermelho®.

Direcdo do fluxo

II FONTE Fonte de
x contaminagdo

4 0s pocos de monitoramento PM10A, 20A, 25A, 25B, 30A, 30B, 30C, 31A, 31B,
31C e 31D foram instalados, ap6s a liberagdo do B20, para readequar a area
experimental no sentido da diregdo preferencial do fluxo da dgua subterranea.
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6.5.1  Amostragens e Determinacdes Fisico-Quimicas

A coleta das amostras de agua subterranea foi conduzida por
bombeamento com auxilio de uma bomba peristéltica marca Millipore
(modelo Easy-Load) e, para cada poco de monitoramento amostrado foi
utilizada uma mangueira Masterflex® Tygon, que ndo possui reatividade
aos contaminantes estudados neste trabalho. A fim de evitar problemas
de contaminacdo cruzada, a amostragem foi realizada no sentido dos
pontos de menor concentragdo para 0s mais concentrados. No momento
da coleta foram conduzidas as medi¢Ges em campo de temperatura, pH,
condutividade especifica, oxigénio dissolvido, potencial de oxidacéo-
reducdo e salinidade, utilizando um analisador Micropurge® Flow Cell,
(modelo MP20) previamente calibrado em laboratdrio, de acordo com as
especificacBes do fabricante. A &gua retida no interior das mangueiras
dos diferentes niveis de profundidade foi descartada, ja que possui
caracteristicas distintas da condicdo do aquifero no momento da coleta e,
guando a amostra representativa da realidade do aquifero passou a ser
bombeada (evidenciada pelo equilibrio dos valores pH, POR, oxigénio
dissolvido, etc) a coleta das amostras destinadas ao laboratério foi
realizada, tendo sido acondicionadas em caixas térmicas com gelo até o
momento da andlise.

Para anélises de Fe®* e sulfeto, as amostras de 4gua subterranea
foram coletadas em frasco ambar de 250 mL e conduzidas ao
laborat6rio. Para ambas as andlises, as amostras foram homogeneizadas
e um volume de 25 mL foi retirado para andlise. As determinagdes de
Fe?* e sulfeto foram realizadas em espectrofotdmetro de bancada marca
HACH (modelo DR/2500), sendo a analise de Fe* baseada no método
1,10 fenantrolina 3500 — Fe D e de sulfeto conduzida de acordo com o
método de azul de metileno 4500 — S~ D; A absorbancia das amostras
foi analisada nos comprimentos de onda de 510 e 664nm para Fe* e
sulfeto,  respectivamente  (AMERICAN  PUBLIC HEALTH
ASSOCIATION, 1998). O limite de deteccéo para Fe** é de 8 pug.L™ e
para sulfeto 2 pg.L™.

As analises de acidez e alcalinidade foram realizadas pela
técnica de titulometria baseando-se nos métodos 2310B e 2320B
(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 1998). As amostras
foram coletadas em frasco ambar de 250 mL, homogeneizadas e, entdo
foram retirados 50 mL para as andlises. A titulagdo foi conduzida com
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bureta digital (Brinkmann) e o ponto de viragem foi monitorado com
auxilio de um pHmetro (marca Orium; modelo 9107BN). Para a
determinacdo de acidez foi utilizada uma solucdo padronizada de
hidréxido de sddio (NaOH) 0,02M e o ponto de viragem estabelecido
em pH = 8,3 e para alcalinidade utilizou-se uma solucdo padronizada de
acido sulfarico (H,SO,) 0,01M e ponto de viragem em pH = 4,3. Os
resultados de ambas as analises s&o expressos em mg CaCOs.L ™.

A analise de anions foi realizada por cromatografia de ions
utilizando cromatégrafo marca Dionex (modelo ICS-1000) equipado
com detector de condutividade idnica, coluna AS22, utilizando como
fase movel solucdes de carbonato de sédio (4,5mM) e bicarbonato de
sodio (1,4mM). Foi utilizado o método 4110 B “lon Chromatography
with Chemical Suppression of Eluent Conductivity” (AMERICAN
PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 1998), tendo sido analisados 0s
seguintes anions: acetato, cloreto, nitrito, brometo, nitrato, fosfato e
sulfato. As amostras foram coletadas em frascos de 30 mL,
acondicionadas em geladeira com temperatura de aproximadamente 5°C
e analisadas logo apds a coleta em virtude de o tempo de conservacao do
nitrato, nitrito e fosfato ser inferior a 48 horas, jA que estes anions
podem ser consumidos como nutrientes por determinados micro-
organismos e, portanto, produzir resultados inferiores & concentracdo da
amostra no momento da coleta. O limite de deteccéo foi de 8 pg.L™ para
0 anion brometo e de 1 pg.L™ para os demais anions.

Para a analise dos BTEX e metano, a amostragem da agua
subterrnea foi feita em frascos de 40 mL contendo HCI (1:1) para
conservagdo. O método de analise utilizado para a detec¢do de ambos foi
0 EPA/5021A combinado com EPA/8015D (US EPA, 1996a). As
amostras foram analisadas em cromatografo a gas HP (modelo 6890 —
série 1) com Headspace Autosampler HP — estatico (modelo 7694)
equipado com detector de ionizacdo de chama (FID) e coluna capilar de
silica fundida HP 1 (metil siloxano) com 0,53mm de diametro interno,
30m de comprimento e 2,65um de espessura. A temperatura do injetor e
detector para analise de BTEX foi de 260°C e 280°C, respectivamente.
Para a analise de metano, a temperatura do injetor e detector foi de
160°C e 250°C, respectivamente. O gés de arraste utilizado foi hélio com
fluxo de 2,0 mL.min™. A programacdo de temperatura para estes
analitos foi conduzida de acordo com a TABELA 5.10. e o limite de
detec?éo para cada um dos compostos BTEX e para metano foi de 1
Hg.L ™ e 10 pg.L ™, respectivamente.
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A realizacdo da analise de HPAs requer primeiramente um
processo de extracdo em virtude de sua baixa solubilidade em agua. As
amostras para analise de HPAs foram coletadas em frascos de 100 mL
contendo tiossulfato de sddio como preservante. Para 0 processo de
extracdo foi utilizado o método EPA 525.2 - extracdo em fase sélida
(Solid Phase Extraction). Para tanto, foram utilizados cartuchos de SPE
(Spe-ed™, 0,2 g/3 mL, marca Applied Separations) de Octadecil
(C18/18%C), acoplado a um sistema de vacuo tipo "manifold”. A
primeira etapa do processo de extracdo consiste na ativacdo da fase
solida do cartucho com 3 mL de metanol e em seguida 3 mL de dgua. As
amostras foram percoladas através do cartucho em um fluxo de
aproximadamente 10 mL.min™, sendo a eluicdo conduzida com o
solvente diclorometano (CH,CI,). Em seguida, as amostras tiveram seus
volumes concentrados para 1 mL, utilizando-se secagem com gas
nitrogénio. Os extratos foram armazenados em geladeira até 0 momento
da analise, tendo sido acondicionado em geladeira dentro de um periodo
de até 40 dias, conforme recomendacdo do método. Por fim, as amostras
foram analisadas em cromatdgrafo a gas HP (modelo 6890 — série 1)
equipado com detector de ioniza¢do de chama (FID). A temperatura do
injetor e detector foi de 260°C e 320°C, respectivamente. O gas de
arraste utilizado foi hélio com fluxo de 3mL.min™ e a coluna capilar
utilizada foi HP-5 (5% difenil e 95% dimetilpolisiloxano) de 30m x
0,32 mm de didmetro interno e espessura do filme de 0,25 mm. A
programacao de temperatura no forno foi conduzida de acordo com a
TABELA 5.10. A quantificacdo dos HPAs foi realizada de acordo com
método EPA 8015, sendo a curva de calibracdo preparada com padrfes
certificado da Dr. Ehrenstorfer (PAH — Mix 9) em solucdo de
diclorometano. Os 14 HPAs detectados sequencialmente e seus
respectivos limites de deteccdo foram: naftaleno (7 pg.L™), metil-
naftaleno (5 pg.L™"), dimetil-naftaleno (7 pg.L™), acenafetileno (8 pg.L”
1), acenafteno (8 uq.L'l), fluoreno (8 pg.L™), fenantreno (9 upg.L™),
antraceno (9 ug.L™), fluoranteno (10 pg.L™), pireno (9 pg.L™),
benzo(a)antraceno (9ug.L™), criseno (10pg.L™), dibenzo(A,H)antraceno
(12ug.L™), benzo(b)fluoranteno (12 ug.L™"), benzo(k)fluoranteno
(31ug.L™), benzo(a)pireno (36 pg.L™), indeno(1,2,3-CD)pireno (28
ug.L™) e benzo(G,H,1) pireno (11 pg.L™).

Conforme mencionado no item 5.10, os acidos organicos
volateis (AOVs) podem ser produzidos na etapa acidogénica e, portanto,
sua analise torna-se importante para verificar as rotas e 0s processos de
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degradacdo no ambiente subsuperficial. A coleta das amostras para
andlise de acidos organicos volateis foi realizada em frasco &mbar de 30
mL contendo acido oxalico (0,83 M) para manter o pH baixo e os acidos
em sua forma ndo ionizada. ApOs coletadas, as amostras foram
analisadas em cromatdgrafo a gas HP (modelo 6890 — série 1) equipado
com detector de ionizagdo de chama (FID) e coluna capilar HP- Innowax
Polietilenoglicol de 30m x 0,25 mm de didmetro interno e espessura do
filme de 0,25 mm. A temperatura do injetor e detector para andlise de
acidos organicos volateis foi de 220°C e 250°C, respectivamente. O gas
de arraste utilizado foi hélio com fluxo de 5,0 mL.min™. A programacéo
de temperatura para estes analitos foi conduzida de acordo com a
TABELA 5.10. Para preparacao da curva de calibracéo foi utilizado um
padrdo (marca Supelco Volatile Acid Standard Mix) contendo uma
mistura de &cidos organicos volateis com os seguintes compostos: acido
acético, acido butirico, acido férmico, &cido heptandico, é&cido
hexandico, acido isobutirico, acido isocaprdico, acido isovalérico, acido
propinico e acido valérico. O limite de deteccdo foi de
aproximadamente 0,1 mg.L para cada 4cido.

TABELA 5.10. Programacdo de Temperatura do Forno para Analises de
BTEX, metano, HPAs e AOVs.

Analito Taxa ?fcé%lfre],cf)mento Temperatura (°C) I&THP;)
N 70 2,00
BTEX 5 120 0,00
30 210 0,00
- 40 3,00
Metano 30 250 2,00
- 40 3,00
HPAs 8 80 0,00
12 300 2,00
Z 100 3,00
AOVs 10 185 3,00
30 240 2,00
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6.5.2 Amostragem e Analise de Hidrogénio (H,) Dissolvido em
Agua Subterranea

A andlise de H, dissolvido em agua subterranea é fundamental
para a determinagéo dos processos de oxidacao e reducgdo predominantes
em aguas subterraneas impactadas por contaminantes organicos, bem
como para a caracterizagcdo das comunidades microbianas atuantes nos
processos de degradacdo (CHAPELLE et al., 1997; VROBLESKY et
al., 2007; HEIMANN et al., 2010). Em virtude da limitada solubilidade
do H, em agua (concentragdo de saturacdo em agua = 0,73mM ou =
10°M) (KRASIKOVA et al., 1999) e por ser altamente volatil, as etapas
de amostragem, armazenamento e transporte até o laborat6rio tornam
sua coleta e andlise extremamente complexas.

Pelo fato de o hidrogénio dissolvido ser observado em
baixissimas concentragdes na agua subterranea (até = 10'9M), ha
necessidade de utilizar métodos bastante precisos e capazes de detectar
tais concentragdes. O método conhecido como “bubble stripping” é
frequentemente utilizado para realizar estas medicGes. Porém, este
método requer 0 bombeamento das amostras 0 que provoca perturbacoes
no sistema resultando no favorecimento da dissolucdo do didxido de
carbono (comumente presente nas amostras) que, por sua vez, prejudica
a deteccdo do H,. Recentemente foi desenvolvido um método utilizando
amostradores passivos, que consiste no emprego de seringas especificas
para gases (gastight) conectadas a mangueiras de silicone que permitem
a difuséo dos gases da fase aquosa para o interior da seringa (FIGURA
6.4). O equilibrio entre as fases se da pela imersdo dos amostradores na
agua subterranea que pode variar de 4 a 7 dias, sendo que o periodo de 4
dias de imersdo demonstrou ser suficiente para promover o equilibrio
(SPALDING e WATSON, 2008). Este método dispensa a necessidade
de bombeamento ja que os amostradores sdo imersos na agua
subterrénea e analisados em seguida, evitando perturbacdes no sistema e
perdas por volatilizagdo (SPALDING e WATSON, 2008; McLEISH et
al., 2007; SPALDING e WATSON, 2006). Considerando que o método
por amostradores passivos se mostrou mais eficiente para detec¢do de
H, dissolvido em &guas subterraneas quando comparado ao tradicional
método de bubble stripping (SPALDING e WATSON, 2006), as
amostragens na agua subterranea foram conduzidas por amostradores
passivos e as analises em laboratoério foram realizadas por cromatografia
a gas, baseadas na metodologia descrita nos artigos supracitados.



64

Em virtude da dificuldade em encontrar laboratérios capazes de
analisar H, dissolvido em agua subterranea (com limites de detecgdo de
~10° M), a realizacéo do servico foi possivel somente em novembro de
2012, periodo referente a 2,4 anos apds a liberacdo do B20. O método
foi baseado nos artigos de Spalding e Watson, (2006 e 2008) e, a
validagdo deste, assim como a confec¢do dos amostradores passivos,
foram realizados pela empresa Construmag. Os pog¢os selecionados para
esta andlise foram Fonte, PM9 e PM15 (niveis 2 e 6m).

O método de amostragem consistiu em imergir os amostradores
em profundidades pré-definidas na agua subterrdnea, onde
permaneceram por 5 dias para permitir que o H, dissolvido na agua se
difundisse pela membrana de silicone do amostrador até atingir o
equilibrio (FIGURA 6.8). Apo6s transcorridos os 5 dias de imersdo na
agua subterranea, os amostradores passivos foram retirados para coleta
das amostras. Neste procedimento, o septo de silicone foi retirado da
ponta da agulha incorporada a extremidade superior da mangueira de
silicone e esta foi introduzida no septo de borracha de frascos de coleta
com capacidade de 40 mL. Estes frascos conttm um émbolo, o qual
promoveu a suc¢do da amostra contida no amostrador passivo para seu
interior, sendo posteriormente enviado para analise no laboratério.

A analise foi conduzida em cromatdgrafo a gas portatil (modelo
U-13 Construmaq Séo Carlos), equipado com detector de condutividade
térmica (TCD) e coluna empacotada HayeSepD. Para o injetor e o forno
foi utilizada temperatura ambiente (entre 24,2 a 27,2 °C). Foi utilizado
nitrogénio (N,) como gas de arraste a uma vazdo de 33 a 34 mL.min™ e
o0 tempo de retencdo do hidrogénio foi determinado em 30 segundos. A
curva de calibragdo foi realizada utilizando concentragGes varidveis de
H, dissolvido em agua ultrapura, provenientes de cilindro de gas padrao
analitico e o limite de deteccio desta analise foi de 10° M.
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FIGURA 6.8. Amostrador passivo utilizado na analise de H, dissolvido em agua
subterranea.

Nota: Detalhe da vedacdo das extremidades inferior (A) e superior (B) do
amostrador. Introdugdo e imersdo do amostrador na agua subterranea (C).
Frascos contendo amostras na fase gasosa coletadas da area experimental (D).

6.5.3 Amostragens e Analises Microbiol6gicas

Para a caracterizacdo microbioldgica do aquifero, foram
selecionados 0s mesmos po¢os de monitoramento designados para
caracterizagdo fisico-quimica (FIGURA 6.7), porém foram coletadas
amostras somente no nivel mais superficial (nivel 2,0 m). Isto se
justifica pelo fato de a distribuicdo dos micro-organismos na agua
subterranea estar fortemente relacionada com a presenca de carbono
organico e nutrientes no aquifero (HARVEY et al.,1984; HARVEY et
al, 1992; LEHMAN et al., 2001) e, considerando que estes se encontram
predominantemente nas camadas mais superficiais (na zona nao
saturada), optou-se por analisar somente o nivel 2,0 m na etapa de
caracterizacdo do aquifero. J& nas campanhas de monitoramento que
sucederam a liberacdo controlada do B20, foram analisados 0s niveis 2 e
6 metros para investigar o efeito da distribui¢do vertical da pluma de
NAPLs — non-aqueous phase liquids - na concentracdo e composi¢do
das comunidades bacterianas de interesse. O processo de amostragem
envolveu a coleta de 1 litro de agua subterranea em frascos &mbar e apds
a coleta foram acondicionados em geladeira (aproximadamente 5°C) até
0 inicio das etapas de analise. O volume amostral (1 litro) foi
estabelecido levando em consideracdo a distribuicdo dos micro-
organismos no ambiente subsuperficial, uma vez que a maior parte
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destes encontra-se adsorvida na superficie de sélidos suspensos ao invés
de dispersos na agua (LEHMAN et al., 2001), havendo a necessidade de
coletar um volume significativo de 4&gua subterrdnea para uma
quantificacdo representativa do DNA microbiano presente no aquifero.

As analises microbiol6gicas foram realizadas pelo método da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR — Polymerase Chain Reaction)
que se refere a uma técnica de biologia molecular empregada para
obtencdo de amplificacbes exponenciais de DNA in vitro, utilizando
elementos do processo natural de replicagdo do DNA. PCR quantitativo
foi utilizado para quantificar bactérias totais, redutoras de ferro (géneros
Geobacter e Pelobacter), redutoras de sulfato (Desulfovibrio,
Desulfomicrobium, Desulfuromusa e Desulfuromonas) e arqueas
(Crenarchaeota e Euriarchaeota). A escolha por estes micro-organismos
foi baseada em estudos que observaram sua associacdo com a
biodegradacdo anaerébia de hidrocarbonetos (LOVLEY, 1997,
CALDWELL e SUFLITA, 2000; COATES et al., 2001; ULRICH e
EDWARDS, 2003; DA SILVA e ALVAREZ, 2004; MUYZER e
STAMS, 2008). A quantificagdo das bactérias totais foi determinada
utilizando os iniciadores BACT1369F e PROK1492R (BELLER et al.,
2002; DA SILVA e ALVAREZ, 2004), para analise de bactérias
redutoras de sulfato foram utilizados os iniciadores 361F e 685R
(STULTS et al., 2001), para as bactérias redutoras de ferro foram
utilizados os iniciadores 561F e 825R (STULTS et al., 2001) e, para
arqueas foram utilizados os iniciadores ARCH1-1369F, ARCH2-1369F,
PROK 1514R (DA SILVA e ALVAREZ, 2004) (TABELA 5.11). Os
iniciadores sdo sequéncias de oligonucleotideos que possuem a fungéo
de localizar a sequéncia alvo por meio de complementaridade entre as
sequéncias e duplica-la. As sequéncias de nucleotideos codificam genes
que por sua vez sdo traduzidos e expressos na forma de proteinas. Tais
genes podem ser caracteristicos de determinadas espécies bacterianas e,
a presenga destes pode fornecer informagdes a respeito da atividade
metabdlica dos micro-organismos. Portanto, os iniciadores selecionados
devem possuir sequéncias complementares aquelas que codificam os
genes pesquisados no DNA alvo. Para estimar a concentracdo das
comunidades microbianas, foram preparadas curvas de calibracdo com
diluicbes seriadas contendo DNA proveniente dos seguintes micro-
organismos: Pseudomonas aeruginosa, Geobacter metallireducens e
Methanococcus maripaludis para quantificacdo de bactérias totais, ferro
e sulfato-redutoras e arqueas, respectivamente. Os cdalculos para a
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quantificacdo microbiana na curva de calibracdo foram disponibilizados
no apéndice E.

A andlise pelo método de biologia molecular requer a realizagéo
de diversas etapas até realizar a quantificagdo de DNA. A primeira etapa
consiste na filtragdo das amostras de dgua subterranea para concentrar 0s
solidos suspensos na agua subterranea cujo DNA serd extraido. Para
tanto, a filtracdo das amostras de agua subterranea foi conduzida
utilizando um sistema de filtragdo composto por kitassato, bomba a
vacuo, aparatos para encaixe dos filtros Millipore 0,22 um e para
incorporacdo da amostra (FIGURA 6.9). Os filtros Millipore foram
pesados antes e apo6s a filtracdo das amostras para possibilitar o calculo
da massa de solidos retida, uma vez que a quantidade de solidos
suspensos nas amostras coletadas nos niveis 2 e 6 metros é bastante
variavel e, como podem influenciar nos resultados da analise, estes
fatores foram considerados no célculo dos resultados. Apds a etapa de
filtracdo, os filtros foram transferidos para tubos PowerBead (2mL),
provenientes do kit de extracdo de DNA MoBio Power Soil™ (Carlsbad,
CA), contendo uma solucdo tampdo para conservar e evitar a
decomposi¢do dos acidos nucléicos. Estes tubos contendo os filtros com
0 material retido foram acondicionados em freezer (marca Summit
commercial, modelo FCL-44), a uma temperatura de aproximadamente -
20°C, até o momento da analise.

FIGURA 6.9. Sistema de filtragdo a vacuo para amostras de agua subterranea.
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Concluido o processo de filtragdo, o material retido foi
submetido a etapa de extracdo que envolve uma série de procedimentos
e emprega diversas solucdes para que o DNA da amostra seja extraido,
sendo a execucdo desta etapa conduzida de acordo com as
recomendacdes do kit DNA MoBio Power Soil™ kit (Carlsbad, CA). A
primeira etapa consiste na lise das células por meio de agentes quimicos
como detergentes anionicos (SDS — dodecil sulfato de sédio) e agitacdo
mecanica (votex). Na segunda etapa ocorre a precipitacdo de compostos
como substancias hdmicas, proteinas e materiais inorganicos, tais
compostos devem ser removidos para ndo comprometer as proximas
etapas e para obtencdo de DNA com maior nivel de pureza. Na terceira
etapa, quando na presenca de alta concentracdo de sal, 0 DNA se liga a
membrana de silica (contida nos tubos Spin filter), enquanto que os
outros compostos eventualmente presentes na amostra sdao eluidos,
fazendo com que apenas 0 DNA permaneca adsorvido a membrana. Na
quarta etapa é utilizada uma solucdo de etanol para remocgdo de
contaminantes que possam ainda estar presentes, enguanto que o0 DNA
permanece fixo a membrana de silica. Por fim, na etapa final uma
solucdo aquosa e estéril (livre de nucleases) é adicionada a membrana
para que o0 DNA previamente fixado a esta seja eluido, produzindo uma
solucdo de 100uL de volume de DNA o0s quais sdo armazenados em
freezer (marca Summit commercial, modelo FCL-44), a uma
temperatura de aproximadamente -20°C, até a proxima etapa.

O DNA obtido no processo de extracdo foi introduzido na placa
de PCR (com capacidade para 96 amostras), juntamente com uma
solugdo composta por (i) iniciador senso e anti-senso (primer forward;
reverse), (ii) agua Milli-Q autoclavada, (iii) sonda de oligonucleotideos
e (iv) SYBR® Green ou Tagman Universal PCR MasterMix® (Applied
Biosystems) (dependendo da analise), sendo esta solucdo referida como
MasterMix. Nas placas de PCR, foi adicionado 2 pL do DNA alvo
(extraido) e 23 pL da solugdo MasterMix, totalizando um volume de 25
ML em cada um dos 96 pocos. Com relacdo a concentracdo dos
componentes do MasterMix, os iniciadores (senso e anti-senso) foram
inicialmente diluidos para uma concentragcdo de 50 UM e, na solucdo
MasterMix, a concentracdo destes foi de 0,5 uM. As sondas foram
adicionadas na concentra¢do de 0,25 pM e 1xTagMan / SybrGreen
(equivalentes a um volume de 12,5 L) e, para completar o volume final
de 23 pL, agua Milli-Q autoclavada foi adicionada.



69

Ap0s a preparacdo das placas de PCR contendo o DNA alvo e a
solucdo alvo e a solucdo MasterMix, foi realizada a analise no
termociclador (Mastercycler ep Realplex). A reacdo em cadeia da
polimerase ocorre em 3 etapas distintas: desnaturacdo, anelamento e
extensdo. A primeira etapa consiste na abertura da fita de DNA alvo, por
meio do processo de desnaturacdo térmica, o qual ocorre na faixa de
temperatura de 92-96°C. Na etapa seguinte, é feito um resfriamento no
equipamento para temperaturas de aproximadamente 56°C, com o
objetivo de permitir o anelamento dos iniciadores. Na etapa final ocorre
a polimerizacdo das fitas de DNA, pela acdo da enzima Taq DNA
polimerase, em uma faixa de temperatura semelhante a etapa de
anelamento. No presente trabalho, a programacgéo de temperatura para as
andlises de PCR iniciou em 50°C durante 2 minutos com o objetivo de
ativar a atividade da DNA polimerase, 0 processo de desnaturacdo foi
realizado a uma temperatura de 95°C por 10 minutos e tanto o
anelamento como o processo de extensdao foram conduzidos a 58°C
durante 1 minuto. Em virtude de os micro-organismos encontrarem-se,
em maior parte, adsorvidos a superficie de solidos suspensos, 0s
resultados foram expressos em numero de cdpias de gene por grama de
solidos suspensos totais. Os detalnes dos célculos foram
disponibilizados no apéndice E e os limites de deteccdo para as analises
de bactérias totais, ferro redutoras, sulfato redutoras e arqueas foram de
9,34 x 10% 56 x 10% 3,5 x 10° e 4,5 x 10° cépias de gene.g’,
respectivamente.
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TABELA 5.11. Tipos e sequéncias de oligonucleotideos dos iniciadores utilizados nas andlises de biologia
molecular pelo método de reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Alvo Sequéncia Iniciador Senso Sequéncia Iniciador Anti-senso Sonda
N 5CGGTGAATACGTTCYCG | 5GGWTACCTTGTTACGACTT3' FAM-
Tatc erias G3' (BACT 1369F) (PROK1492R) 5'CTTGTACACACCGCCCGTC3'
otais -BHQ-1 (TM1389F)
c 5-GCG TGT AGG CGG TTT 5-TAC CCG CRA CAC CTA Gbc2 5 /56-FAM/CTC AAC
ed”o' CTT AA -3' (561F) GTT CT -3' (825R) CCA GGA AGT GCA TTG GAT
redutoras AC/36-TAMSp/ -3'
. 5-AAG CCT GAC GCA SCA | 5-ATC TAC GGA TTT CAC TCC | EUB1 5/56-FAM/GTA TTA CCG
A -3' (361F) TAC A -3' (685R) CGG NTG CTG GC/36-TAMSp/ -
redutoras 3
5'CGGTGAATACGTCCCTGC | 5AAGGAGGTGATCCTGCCGC FAM-
3' (ARCH1-1369F) A3' (PROK1541R) 5'CTTGTACACACCGCCCGTC3'
Arqueas | 5cGGTGAATATGCCCCTGC -BHQ-1 (TM1389F)
3' (ARCH2-1369F)




71

6.5.4  Andlise de Sequenciamento de DNA (Pirosequenciamento)

A anélise de PCR foi conduzida com o intuito de identificar os
principais grupos de micro-organismos relevantes para o processo de
degradacdo anaerdbia dos BTEX. No entanto, esta analise abrange
somente 0s grupos predominantes, sem mencionar a existéncia de outras
comunidades microbianas que podem também contribuir para os
processos de degradacgdo. Portanto, as andlises de sequenciamento de
DNA foram realizadas com o objetivo de obter informagdes detalhadas
a respeito das comunidades microbianas existentes nas amostras,
principalmente com relacdo a classificacdo taxon6mica (de Reino a
Género), possibilitando relacionar os géneros de micro-organismos
detectados com suas atividades metabdlicas.

Estas analises consistem na determinacdo da sequéncia de
nucleotideos presentes no DNA que se pretende sequenciar. O método
tradicional de sequenciamento foi desenvolvido por Sanger et al.
(1977), utilizando a técnica de dideoxinucleotideos, baseando-se na
sintese enzimatica de uma fita complementar do DNA cujo crescimento
é interrompido pela acdo de um dideoxinucleotideo. Porém, a existéncia
de limitacdes associadas a esta técnica, como custo elevado e tempo
necessario para sequenciar o DNA, acabaram incentivando o
desenvolvimento de outras técnicas que pudessem suplantar tais
limitagbes (NOSSA et al., 2010). Desta forma, o sequenciamento de
DNA foi realizado pela técnica de pirosequenciamento, lancada
comercialmente no ano de 2006 pela empresa 454 LifeSciences (de
propriedade da Roche), que permite analisar 1,2 milhdes de sequéncias,
com fragmentos contendo até 400 pares de bases, num periodo de
aproximadamente 10 horas. O fato de todas as sequéncias poderem ser
detectadas em apenas uma corrida faz com que seu custo seja inferior a
maioria das técnicas existentes (NOSSA et al., 2010; AHMADIAN et
al., 2006).

Esta técnica de sequenciamento é dividida em 3 etapas: preparo
da amostra, PCR em emulsdo e sequenciamento. Na primeira etapa, o
DNA ¢ fragmentado nas regides especificas que se deseja sequenciar.
Estes fragmentos, por sua vez, sdo ligados a microesferas magnéticas
por meio de pareamento com sequéncias complementares presentes na
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superficie da esfera. Cada esfera com um fragmento € isolada em uma
goticula de agua em emulsdo com 6éleo, na etapa denominada de PCR
em emulsdo, obtendo milhdes de cdpias do fragmento de DNA. As
microesferas sdo entdo depositadas em uma placa contendo 1,6 milhdes
de pogos microscdpicos, cada pogo armazena apenas uma esfera. Em
seguida, sdo adicionados os reagentes da analise, como as enzimas
polimerase, ATP sulfurilase, luciferase e apirase e 0s substratos
adenosina 5’ fosfosulfato (APS) e luciferina. Nesta reagdo, os
desoxirribonucleotideos (dNTPs) contendo as bases nitrogenadas
adenina, guanina, citosina e timina sdo adicionados em ordem pré-
definida e, se o nucleotideo adicionado formar pares de bases com os da
sequéncia do DNA alvo, a enzima DNA polimerase fara a incorporagéo
do nucleotideo e, como consequéncia, moléculas de pirofosfato sdo
liberadas. A enzima ATP sulfurilase ira converter o pirofosfato liberado
em ATP, na presenca do substrato APS. Este ATP serd posteriormente
utilizado pela enzima ATP luciferase para conversdo da luciferina em
oxiluciferina que ird produzir luminescéncia. A intensidade do sinal
luminoso observado no pirograma é proporcional ao ndmero de
nucleotideos incorporados e, aqueles que ndo forem incorporados, serdo
degradados pela enzima ATP apirase e ndo produzirdo sinal luminoso
(AHMADIAN et al., 2006) (FIGURA 6.10).

Estas analises foram realizadas no Departamento de Ecologia e
Biologia Evolucionéria da Rice University (Houston, TEXAS, EUA) no
periodo entre 09 a 16/05/2012, utilizando a plataforma 454 do
Sequenciador Genémico da Roche (GS Junior System - Titanium).
Foram submetidas a analise de pirosequenciamento, amostras de DNA
(=100uL) acondicionadas em frascos eppendorf (2 mL). Para
preservacdo do DNA durante o deslocamento entre os laboratdrios, as
amostras foram submetidas a secagem utilizando cilindro de nitrogénio
(N) e foram armazenadas em freezer -80°C ao chegar no laboratério e
até o momento da andlise. Foram utilizadas amostras provenientes da
fonte de contaminacéo (nivel 6m), coletadas antes e ap6s a liberacdo do
B20 (até 1,6 anos), para avaliar a sucessdo ecoldgica dos micro-
organismos ao longo do tempo, bem como observar o comportamento
destes na presenca de misturas de diesel e biodiesel (B20) e associa-los
aos processos geoquimicos decorrentes no aquifero. Esclarecimentos a
respeito do critério de selecdo do pogo de monitoramento e nivel de
profundidade analisados estdo disponiveis na secdo de resultados e
discussdo (item 7.3). Os iniciadores utilizados para a analise de bactérias
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foram obtidos no trabalho de Nossa et al., 2010 e para arqueas foram
utilizados os iniciadores contidos em Baker, et al., 2003.

FIGURA 6.10 Representacdo esquemdtica do principio da técnica de
pirosequenciamento com as enzimas envolvidas no processo — polimerase
(azul), apirase (rosa), luciferase (amarelo) e sulfurilase (verde).
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Nota: Adaptado de Ahmadian et al. (2006).



7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstrados neste trabalho fornecem
informagBes a respeito das condigdes originais do solo e da agua
subterranea na area experimental (background) e das condi¢des que se
estabeleceram apds a liberacdo controlada do B20, bem como a
influéncia da bioestimulacdo metanogénica nos processos que ocorreram
no ambiente subsuperficial e na aceleracdo da degradagdo dos
compostos BTEX e HPAs.

7.1 CARACTERIZACAO DAS CONDICOES ORIGINAIS DO
SOLO E DA AGUA SUBTERRANEA

7.1.1 Caracterizacdo Hidrogeoldgica do Aquifero

Para a caracterizacdo hidrogeol6gica do aquifero foram
analisadas a condutividade hidraulica, direco preferencial do fluxo,
perfil litoldgico, sondagens do solo, porosidade efetiva, granulometria,
carbono organico, argilominerais, macro e micronutrientes.
Primeiramente, com o intuito de fazer a correta alocagdo da é&rea
experimental e dos pocos de monitoramento, analises da direcdo
preferencial do fluxo da &gua subterranea foram realizadas.

A andlise do fluxo preferencial da &gua subterranea foi
conduzida, em um primeiro momento, com piezémetros localizados
préximos a &rea experimental, porém ao fazer a analise de maneira
regional, ndo somente utilizando piezémetros instalados no entorno da
area experimental, foi constatada a necessidade de readequar a area
experimental e, para tanto, os pogos PM10A, 20A, 25A, 25B, 30A, 30B,
30C, 31A, 31B, 31C e 31D [(todos com 5 niveis de profundidade (2, 3,
4,5 e 6m), totalizando uma area de 330,25m2] foram instalados na area
(FIGURA 6.7).
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FIGURA 7.1. Localizagdo da area experimental (em vermelho) e piezdmetros
(em branco) utilizados para as medi¢cBes do nivel do lencol fredtico e para
avaliar a direcédo do fluxo.

A determinacdo da condutividade hidraulica realizada por Lage
(2005), a qual é uma medida importante para avaliar a velocidade da
dgua subterranea e a migracdo da contaminacdo dissolvida, revelou
valores de condutividade de aproximadamente 10 cm.s™ e, segundo
Fetter (1994), esta faixa é caracteristica de areias siltosas a finas. Da
mesma forma, as sondagens do solo revelaram caracteristicas
semelhantes ao longo da area experimental (regido da fonte e PM28),
com predominéncia de camadas arenosas (FIGURA 7.2 e TABELA
7.1). Nas camadas mais superficiais (até 1,66 m) foi detectada a
presenca de matéria organica e lentes de argila, sendo que, na regido da
fonte a camada de argila demonstrou possuir uma espessura maior (66
cm) do que na regido do PM28 (40 cm). Diante destas informacdes é
possivel concluir que as camadas superiores apresentam uma
permeabilidade menor quando comparadas com as camadas inferiores,
sendo tais dados importantes para avaliar a permeabilidade e o
escoamento dos fluidos na &rea. Além disso, os resultados das anélises
granulométricas corroboraram com o0s resultados das sondagens,
revelando a existéncia de solo predominantemente arenoso (TABELA
7.1). A porosidade efetiva é outro fator importante na dindmica dos
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processos subsuperficiais e na migracdo da pluma de contaminantes. O
resultado desta andlise revelou valores que variaram de 16,8 a 19%. Tal
porosidade, segundo Fetter (1994), é caracteristica de solos arenosos, o
que é condizente com os resultados de andlise granulométrica e
sondagens do solo.

FIGURA 7.2. Representacéo do perfil litoldgico da area experimental na regido
da fonte e PM28.

Fonte PM-28

6,00
[JAreia fina, com matéria organica, escura Areia fina, clara
Areia fina, argilosa, escura Areia fina, marom claro, pouco argilosa
P 9

EgAreia fina, clara, pouco argllosa Areia fina, clara + coloragdo laranja
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TABELA 7.1. Anélises granulométricas das camadas de solo coletadas
na area experimental e apresentadas na Figura 7.2.

Argila Silte Areia Areia Areia
Camadas (%) (%) Fina Média Grossa
> > (%) (%) (%)
Areia  fina, com
matéria orgénica 6,53 4,28 73,10 16,10 0,00
escura
Areia fina, argilosa, | 1) 5 | 595 70,14 13,84 0,49
escura
Areia  fina, clara, |\ o1 | 3455 | g31g 7,59 0,00
pouco argilosa
Qre'af'”‘f’" clara, com | 5 74 2,35 82,06 12,86 0,00
astante agua
Areia fina, clara 4,86 3,64 82,70 8,80 0,00
Areia fina, marrom
clara, pouco argilosa 15,10 3,14 68,97 12,59 0,20
Areia  fina, clara, | /g0 364 | 8270 8,80 0,00
coloragéo alaranjada

Os resultados das andlises de teor de matéria organica
demonstram que o solo da area experimental possui baixo teor de
carbono organico (de 0,16 a 0,68%), 0 que é condizente com o perfil de
solos arenosos 0s quais costumam possuir um percentual de carbono
organico inferior a 1% (SPARKS, 2003). Diante destas informacdes,
acredita-se que processos de sor¢do que poderiam resultar em retardo da
pluma de contaminantes ndo foram significativos neste experimento.
Além disso, os resultados sugerem que, previamente a liberagdo dos
contaminantes, a biomassa do aquifero se encontrava relativamente
baixa em virtude da limitada disponibilidade de carbono orgéanico no
solo.
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TABELA 7.2. Resultado de andlise de teor de matéria organica e
carbono organico do solo.

Profundidade Fator de MO co
da camada « o o

(m) conversao (%) (%)

0,5 1,9 1,30 0,68

1.2 2,5 0,90 0,36

2,5 2,5 0,50 0,20

3,0 2,5 0,4 0,16

Nota: MO = matéria orgénica; CO = carbono organico.

A caracterizagdo dos argilominerais realizada pelo método de
difratometria de raios X revelou a presenca dos seguintes
argilominerais: vermiculita, ilita, caolinita, clorita, cristobalita, gibbsita
e quartzo, os quais podem ser observados nos difratogramas (FIGURA
7.3). E possivel prever o comportamento dos argilominerais no sistema
agua-argila através de propriedades como a expansividade, capacidade
de troca ibnica e o tamanho da area superficial. A expansividade se
refere a uma variagdo volumétrica dos minerais argilosos devido aos
diferentes teores de agua absorvidos na estrutura do composto. A
capacidade de troca ibnica estd relacionada aos ions fixados na
superficie dos argilominerais entre as camadas e dentro dos canais da
estrutura cristalina, podendo influir nas propriedades fisico-quimicas
dos argilominerais (plasticidade, resisténcia mecanica, etc). A
porosidade das particulas que constituem o solo ira influenciar no
tamanho da area superficial. Solos compostos por microporos possuem
elevada area superficial (GREGG e SING, 1982) e podem contribuir
para a reducdo de sua permeabilidade. A area superficial especifica ¢é
uma medida de area por unidade de peso (m’g™) e é diretamente
proporcional a capacidade de retencdo de dgua do material (TABELA
7.3).
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TABELA 7.3. Valores da superficie especifica e capacidade de troca
catidnicade minerais (argilominerais e areias).

. S“peff.' C'% Capacidade de Troca
Mineral especifica NN o)
2 1 Catibnica“ (cmol.kg™)
(m°.g")

Caulinita 10-20 3-15
llita 70 - 120 10-40
Clorita 79 - 150 10— 40
Vermiculita 300 — 500 100 — 150
Esmectita 700 — 800 60 — 150
Silte <1 muito pequena
Areia fina <01 muito pequena
Areia grossa <0,01 muito pequena

FONTE: ' Russell (1973); Bohn et al. (1979); Grim (1968)°.

Com relacdo aos argilominerais detectados nas amostras, a
vermiculita é conhecida por seu potencial de expansividade quando em
contato com a agua e, por possuir area superficial superior aos outros
argilominerais (TABELA 7.3), possui uma maior capacidade de
retencdo de &gua, o que faz com que o solo se torne menos permeével e
dificulte o processo de drenagem. A ilita também possui um potencial
de expansividade, ainda que inferior ao da vermiculita, e baixa
capacidade de troca catidnica, o que faz com que a adsor¢do de &gua
seja baixa também. Ja os argilominerais caolinita e clorita sdo silicatos
pouco expansivos quando em contato com a agua e possuem baixa
capacidade de troca cationica, conferindo ao solo propriedades de baixa
plasticidade e permeabilidade. A gibbsita trata-se de um mineral de
hidréxido de aluminio com caracteristicas de pouca expansividade e
baixa capacidade de troca catibnica, assemelhando-se ao
comportamento da caolinita e clorita. A cristobalita e o quartzo séo
caracterizados como areia fina e, portanto ndo possuem capacidade de
troca idnica ou expansividade, o que faz com que sua influéncia no
escoamento dos fluidos seja de origem mecanica, uma vez que a areia
pode se acumular nos poros existentes na superficie do solo (GRIM,
1968; SPARKS, 2003). Observa-se que, em fungdo da presenca do
mineral argiloso vermiculita detectado na amostra referente ao PM28, o
processo de drenagem poderia ser um fator preocupante. Porém, as
argilas somente tornam-se predominantes se estiverem presentes numa
propor¢do acima de 40%, a qual seria suficiente para influenciar a
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hidrodindmica dos fluidos (OLIVEIRA, 2001). No entanto, o percentual

de argila encontrado nas amostras, de acordo com as analises
granulométricas, permaneceu entre 2,73 e 15,1%.

FIGURA 7.3. Difratograma de raios-X das amostras da area experimental.
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A andlise de macro e micronutrientes demonstrou que o solo
possui uma baixa concentragdo de nutrientes (TABELA 7.4). Sabe-se
gue a presenca de micronutrientes € importante para producdo de
aminoacidos, enzimas e paredes celulares microbianas. Da mesma
forma, os macronutrientes sdo igualmente essenciais para a manutencao
do metabolismo microbiano e fertilidade do solo. De acordo com o0s
valores estabelecidos para interpretacdo da fertilidade do solo (SBCS —
CQFS, 2004), foi possivel observar que os micronutrientes ferro, boro e
manganés estavam presentes em baixas concentra¢fes, enquanto que as
concentracBes de zinco e cobre foram classificadas como média e alta,
respectivamente. Os macronutrientes potassio, calcio, magnésio e
enxofre foram observados em uma faixa de concentracdo entre baixa e
muito baixa. As concentracbes de fosforo variaram nas diferentes
camadas de profundidade, sendo que na camada superior (0,5m) a
presenca deste foi considerada muito alta e nas camadas mais profundas,
a concentracdo detectada foi classificada como muito baixa e baixa. Por
fim, o nitrogénio foi detectado em concentracfes significativamente
baixas, mesmo para um aquifero com percentual de matéria organica
inferior a 2%. Portanto, a julgar pela concentragdo destes nutrientes no
solo, observa-se que, de uma maneira geral, o sistema possui uma
limitacdo nutricional, havendo a necessidade de ajustes para melhorar as
condicdes originais do sistema e permitir a estimulagdo da biomassa.



TABELA 7.4. Anélise da concentracdo de micro e macronutrientes do solo.

8

MICRONUTRIENTES (mg.kg solo™)
AMOSTRA | PROF. (m) FeT | 2n Mn Al Na B Cu
0,5 N.A. N.A. N.A. 98,9 N.D. N.A. N.A.
1,2 600 0,76 1,16 251,8 14 N.D. 0,88
2,5 300 0,24 0,76 1439 38 N.D. 0,56
3,0 N.A. N.A. N.A. 269,8 12 N.A. N.A.
PM28 MACRONUTRIENTES (mg.kg solo™)
NT P K Ca Mg S

0,5 N.A. >50 6,0 40,1 12,2 N.A.

1,2 400 7,9 30 140,3 36,5 0,2

2,5 500 5,4 21 80,2 24,3 0,2

3,0 N.A. 4,5 24 60,1 24,3 N.A.

Notas: PROF. = profundidade; N.A. = ndo analisado; N.D = ndo detectado; FeT = ferro total; NT = nitrogénio total.
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7.1.2  Caracterizagéo Fisico-Quimica da Agua Subterranea

A caracterizagdo fisico-quimica da agua subterranea, realizada
em Outubro de 2009 (TABELA 7.5), forneceu informacGes a respeito
das condicdes originais da area experimental permitindo conhecer as
diferencas hidrogeoquimicas que se estabeleceram apds a liberagdo do
contaminante e o inicio da aplicacdo da técnica de bioestimulagdo. Em
virtude de os pontos selecionados para a caracterizacdo da area terem
sido realizados nos niveis 2 e 6m e, considerando que a concentrago
dos analitos pode variar significativamente nestes niveis, o resultado da
caracterizacdo do aquifero foi expresso utilizando a mediana, a qual é
uma medida mais representativa da tendéncia central dos dados,
especialmente quando o conjunto de dados ndo possui uma distribuicao
normal (GILBERT, 1987; REIMANN, 2008). Adicionalmente, pelo fato
de algumas varidveis terem permanecido abaixo do limite de deteccéo
da andlise, a utilizacdo da mediana se torna ainda mais apropriada. Para
os analitos detectados abaixo do limite de deteccdo, o valor considerado
foi correspondente & metade do limite de deteccdo do método
(GILBERT, 1987). Para a caracterizagdo fisico-quimica da agua
subterranea foram analisadas as variaveis: temperatura, potencial de
oxidacdo e reducdo, condutividade, oxigénio dissolvido, alcalinidade,
acidez, pH, cloreto, brometo, fosfato, nitrato, nitrito, ferro (Fe?"),
sulfato, sulfeto e acetato (TABELA 7.5).

Com os resultados obtidos é possivel observar que, o aquifero
possui baixa disponibilidade dos analitos oxigénio dissolvido, brometo,
fosfato, nitrito, sulfeto e acetato. Em virtude de este periodo do
experimento anteceder a liberagdo dos contaminantes, é coerente que
tenham sido observados valores predominantemente positivos de
potencial de oxidacdo-reducdo e baixas concentracdes das espécies
reduzidas de receptores de elétrons anaerébios como nitrito e sulfeto e,
também de acetato que é produzido em reagdes de biotransformacéo
anaerobia dos contaminantes estudados neste trabalho. Os fons Fe*" e
sulfato foram observados em concentracdes moderadas (até 7 mg.L™
para ambos 0s compostos), enquanto que o nitrato foi detectado em altas
concentragGes em determinados pogos, fato este que pode ser atribuido a
prévia ocupacao da area para atividades pecuarias. As medicdes de pH
revelaram valores entre 4,0 e 5,0 e, de maneira complementar, foram
observados valores elevados de acidez (de 68,35 a 128,85 mg
CaC03.L'1) e, consequentemente, baixos de alcalinidade (de 0,0 a 3,85
mg CaCOs.L™"). Sabe-se que apesar de ambientes com faixas de pH
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entre 6 e 8 serem mais favoraveis ao crescimento de micro-organismos,
algumas comunidades microbianas, como as do grupo ferro-redutoras,
sulfato-redutoras e arqueas sdo capazes de crescer em faixas de pH mais
acidas, como as detectadas na area experimental (CHAPELLE, 2001,
SHELOBOLINA et al., 2003; KOTSYURBENKO et al., 2004). A
temperatura da agua subterrdnea variou entre 21 e 23°C. Tanto 0s
valores de temperatura, como os de pH, sdo caracteristicos das &reas
experimentais da Fazenda Experimental da Ressacada (COSTA, 2008;
CHIARANDA, 2011).



TABELA 7.5. Resultado de Analise de Variaveis Fisico-Quimicas e Geoquimicas do Aquifero.

VARIAVEIS

POCOS DE MONITORAMENTO ANALISADOS

FONT | PM3 PMI0 | PMI1 | PM17 | PM19 | PM25 | PM28 PM30 | PM33 PM35
E

;ecr;‘perat”ra 21,9 21,8 22,4 22,15 22,15 22,1 22,05 23,35 224 22,15 21,8

POR (mV) 1155 | 1485 128 180 107 96,5 1845 2585 2885 255 206,5

oD (mg.LY) 0,45 02 025 03 02 0,45 0,38 25 045 12 2,05

Alcalinidade

(g CaCOLY) 00 00 21 16 28 2,15 0,0 3,85 28 00 15

Acidez

(mg aCo,L%) | 1096 | 1161 65,5 12885 | 109,05 | 8535 75,35 55,9 98,55 71,25 68,35

pH 405 395 49 425 455 45 405 49 43 405 41

Cloreto (mg.L?) | 9,06 11,40 4,50 394 3,80 4,37 2,19 333 2,99 343 2,98

Brometo (ML | o406 | o004* | 0004* 0,10 0,48 0,20 0,04 0,004* 0,06 0,06 0,004*

Fosfato (mg.L?) | 0,0005 | 0,0005* | 0,0005* | 0,0005* | 00005 | 0,0005* | 00005 | 015 | 00005% | 0,0005* | 0,07
*

Nitrato (mg.L) | 848 19,77 526 79,70 0,12 1,25 44,00 3,68 18,32 15,07 3,58

Nitrito (mg.L) | 0,0005 | 0,039 0,022 0018 | 00005 | 0,0005* | 00005 | 0,0005* | 0,0005% | 0,0005* | 0,0005%
*

Fe” (mg.LY) 3,05 0,32 5,81 0,88 7,02 3,28 0,008 | 0008* | 0,008 | 0008* | 0,008*

Sulfato (mg.L?) | 3,37 2,96 3,49 6,91 4,56 453 4,09 393 6,46 5,40 3,74

Sulfeto (mg.L) | 0,006 | 0009 | 00025 | 00005 | 0009 | 00065 | 0004 | 00125 | 0025 | 00025 | 0,004

Acetato (mg.L") | 0,0005 | 0,0005% | 0,0005* | 0,0005% | 0,0005* | 039 | 0,0005* | 3,77 022 | 0,0005* | 0,0005%
*

Nota: *Valores referentes a metade do limite de detec¢do de cada variavel.

G8
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7.1.3  Caracterizacdo Microbioldgica da Agua Subterranea

As andlises de caracterizacdo microbiolégica foram realizadas
COM 0S Mesmos Pocos e no mesmo periodo que a caracterizagéo fisico-
quimica, divergindo somente na quantidade de niveis amostrados
(somente nivel 2,0, conforme explicagdo prévia no item 6.5.3), e por isto
ndo houve a necessidade de transformagdes matematicas (mediana) para
expressar 0s resultados, uma vez que ndo existem variagdes. Os
resultados obtidos para o grupo bactérias totais demonstraram uma
concentragdo variando de 10° a 10’ cépias de gene.g?, tendo sido
observadas concentracdes semelhantes em outras areas experimentais
(livres de contaminagdo) na Fazenda Experimental da Ressacada
(GUIMARAES, 2011). Em contrapartida, na maior parte dos resultados,
as comunidades microbianas ferro-redutoras, sulfato-redutoras e arqueas
encontraram-se abaixo do limite de deteccdo (TABELA 7.6).
Considerando que estas comunidades possuem atividades metabolicas
fortemente associadas aos processos de degradacdo anaerdbia de
compostos organicos (i.e. BTEX) e, que a concentracdo das espécies
reduzidas de receptores de elétrons e metabdlitos de degradacdo foi
predominantemente baixa, € coerente que estas comunidades
microbianas estivessem abaixo do limite de deteccdo nesta etapa do
experimento quando o0s processos de degradacdo eram ainda
inexistentes.






TABELA 7.6. Resultado da caracterizacdo microbioldgica da agua subterranea.

VARIAVEIS POCOS DE MONITORAMENTO ANALISADOS
(Copias de
-1

gene.g™) FONTE PM3 PM10 PM11 PM17 PM19 PM25 PM28 PM30 PM33 PM35
Bactérias totais 9,32x10° | 1,17x10° 6,27x10° 572x10" | 9,87x10° | 3,21x10° | 1,51x107 | 9,12x10° | 2,03x10" | 1,86x10" | 3,04x10°
fBeErl(r:(t)e;:-:‘?ﬂsutoras 5,0x10™* | 50x10™ | 500x10™* | 50x10'* | 50x10™* | 50x10™ | 50x10™ | 50x10™* | 50x10™* | 50x10™* | 5,0x10'*
Bactérias
sulfato- 5,0x10™ | 5,0x10™* 5,0x10™* 5,0x10™ | 50x10™ | 50x10™ | 50x10™* | 50x10™* | 50x10™* | 50x10™ | 50x10'*
redutoras
Arqueas 5,0x10'* | 50x10™* | 5,0x10™* 50x10™* | 50x10™* | 50x10"* | 50x10' | 50x10™* | 50x10™* | 50x10™* | 5,0x10™*

Nota: * Valores referentes a metade do limite de deteccéo.

JAS
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72 ALTERAGOES GEOQUIMICAS NA AGUA SUBTERRANEA
APOS A LIBERACAO DO B20 E INJEGOES DE ACETATO
DE AMONIO

A seguir, serdo apresentados dados do experimento apds a
liberagdo controlada do B20 e as injecdes de acetato de amonio. Ao
total, foram realizadas 7 campanhas de monitoramento, 1 antes
(background) e 6 apds a liberagdo do B20 (TABELA 7.7), sendo que a
selecdo dos pocos analisados foi baseada na dire¢do da migracdo dos
contaminantes. As injecdes de acetato de amonio iniciaram 1 més apds a
liberagdo do B20 na area experimental e foram interrompidas apés 1,4
anos (conforme mencionado no item 6.3). Para a discussdo dos
resultados deste trabalho foram selecionados os pocos Fonte, PM9 e
PM15, baseando-se no fato de que misturas de diesel e biodiesel se
comportam como uma fonte fixa e persistente de contaminagdo,
possuindo limitada capacidade de migracdo na dagua subterranea,
justificando a escolha pelos pogos localizados na regido da fonte. Foram
selecionados os niveis 2 e 6m para a demonstracdo das varidveis fisico-
quimicas e microbiolégicas, porque estes niveis correspondem as
maiores concentracdes dos analitos de interesse.

TABELA 7.7. Periodos das campanhas de monitoramento realizadas
neste experimento.

Campanhas de Periodo da Tempo apf)s a
Monitoramento Cafn Pl Hlseee
(més e ano) (ano/s)

0 10/2009 0
Liberacdo do B20 07/2010 0
Inicio das inje¢Oes 08/2010 0,1

1 10/2010 0,3

2 03/2011 0,7

3 07/2011 1,0

5 11/2011 14

Interrupgdo das injecdes 12/2011 1,4

6 Junho/2012 2,0
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FIGURA 7.4. Representagdo da area experimental com destaque (em vermelho)
para 0s pocos de monitoramento selecionados para demonstracdo dos
resultados.
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A liberacdo controlada de 100L do biocombustivel diesel B20
juntamente com as injecBes semanais de acetato de amonio (300 mg.L™)
acarretaram no aumento da demanda bioquimica de oxigénio na area
experimental, conforme esperado. Em virtude disso, alteracdes
geoquimicas passaram a ocorrer e, por serem fundamentais para a
compreensdo dos processos decorrentes no ambiente subsuperficial,
foram discutidas nesta se¢&o.

De acordo com o modelo energético de McCarty (1969), o
consumo de oxigénio pelos ésteres do biodiesel é relativamente elevado,
principalmente quando comparado ao consumo de oxigénio pelos BTEX
e acetato. Para exemplificar as demandas de oxigénio exercidas pelos
diferentes compostos organicos, estdo apresentadas na TABELA 7.8 as
reacOes aerdbias de oxidacdo e reducdo dos compostos doadores de
elétrons; palmitato (representando o grupo de ésteres presentes no
biodiesel), BTEX (presentes na formulacdo do B20) e acetato (injetado
semanalmente e subproduto metabdlico das reacdes de degradacdo do
biodiesel e dos BTEX), levando em consideracdo a producdo de
biomassa representada genericamente por CsH;O,N.



TABELA 7.8. Reaces de oxidacao-reduc¢do via respiracao aerébia do ion palmitato, compostos BTEX e acetato.

Compostos Reac6es aerobias de oxidacéo e reducéo

Palmitato C16H3102_ +100, + 2 HCO3_ + 3 NH4+ — C5H702N +4 CO, + 12 H,O

Benzeno CeHg + 3,30, + HCO; + NH4+ — CsH;O,N + 2,7 CO, + 2,3 H,0O

Tolueno C/Hg + 3,30, + HCO;5 + NH4+ — CsH;O,N + 2,3 CO, + 2,7 H,0
Etilbenzeno | CgHyo+ 50, + 1,5 HCO5 + 1,5 NH, — 1,5 CsH;,0,N + 3,5 CO, + 4,5 H,0

Xileno CgHy+5,50,+ 1,5HCO; + 1,5 NH,” — 1,5 CsH;,0,N + 4 CO, + 5 H,0

Acetato CH3COO + 0,82 O, + 0,24 NH," — 0,24CsH,0,N +0,76 HCO5 + 0,06CO, +0,76 H,0

FONTE: Adaptado de Gomes (2008) e Chiaranda (2011).
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O oxigénio dissolvido foi detectado em baixas concentracdes,
mesmo na etapa de caracterizacdo da agua subterranea e a maioria dos
valores permaneceu igual ou inferior a 0,5 mg.L™ (FIGURA 7.5),
indicando que condi¢Bes anaerdbias foram constantemente observadas
no experimento, uma vez que ambientes anaerdébios sdo caracterizados
pela existéncia de concentragBes de oxigénio dissolvido inferiores a 0,5
mg.L" (WIEDEMEIER, 1999a; SCHREIBER e BAR, 2002). A
introducdo de matéria organica em excesso (biodiesel, diesel e acetato
de amdnio) contribuiu para intensificacdo de condi¢Bes anaerdbias no
sistema. Isto pdde ser evidenciado pela reducdo dos valores de potencial
de oxidagdo-reducdo (POR), ao longo do tempo nos pogos de
monitoramento utilizados para demonstracdo (FIGURA 7.5). No pogo
Fonte, a variacdo dos valores durante o periodo experimental foi de 180
a -139 mV, tendo atingido valores ainda mais baixos como -184 mV, no
periodo de 1 ano ap6s a liberacdo. Comportamento semelhante foi
observado nos outros pogos de monitoramento estudados, ja que os
valores de POR variaram de 197 a -222 e 206 a -197 mV nos po¢os PM9
e PM15 respectivamente, durante todo o periodo do experimento.

Sabe-se que 0 POR é uma medida que se refere a atividade de
elétrons no meio, indicando uma tendéncia em aceitar ou transferir
elétrons. Desta forma, 0 POR pode auxiliar na delimitacdo de zonas em
diferentes processos de oxidacdo-reducdo na agua subterranea. Os
valores de POR comumente observados no ambiente subsuperficial
encontram-se na faixa de +800 a -400 mV (WEIDEMEIER, 1999a).
Segundo Edmunds et al. (1984) e Champ et al. (1979), valores entre
+250 e +100 mV caracterizam zonas de processos aerobios e de nitrato-
reducdo, faixas entre +100 e 0 mV seriam adequadas para ferro-redugéo,
de 0 a -200 mV para sulfato-redugdo e, por fim, faixas inferiores a -200
mV seriam caracteristicas de condi¢cbes metanogénicas. No entanto, é
importante mencionar que estas sdo faixas de POR estimadas para
ambientes com pH = 7 e temperatura de 25°C, sendo diferentes das
condi¢des geoquimicas deste experimento (FIGURA 7.6). Portanto, os
valores de POR devem ser utilizados como ferramentas de auxilio em
conjungdo com outras varidveis para uma avaliagdo mais adequada dos
processos de oxidacao-reducdo decorrentes da agua subterranea.
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FIGURA 7.5. ConcentracGes de oxigénio (A, B e C) e potencial de oxidacdo-
reducdo (D, E e F) ao longo do tempo nos pogos de monitoramento Fonte, PM9

e PM15

(niveis 2 e 6m).
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FIGURA 7.6. Faixas de valores de pH (A, B e C) e temperatura (°C) (D, Ee F)
ao longo do tempo nos pocos de monitoramento Fonte, PM9 e PM15 (niveis 2 e
6m).
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Para avaliar a evolugdo geoquimica no experimento foi feita a
andlise da abundancia dos receptores de elétrons e suas espécies
reduzidas ao longo do tempo. Conforme discutido anteriormente, o
oxigénio é o receptor de elétrons mais favordvel termodinamicamente e
capaz de gerar mais energia aos micro-organismos que 0 consomem.
Associando esta informacdo aos resultados de concentracdo de oxigénio
ao longo do experimento e & alta demanda bioguimica de oxigénio
exercida pelos contaminantes e pelo acetato de amoénio (injetado),
observa-se que o sistema foi direcionado para condi¢des anaerdbias e,
considerando a hierarquia termodinamica dos receptores, 0 processo via
nitrato-reducgdo, teoricamente, seria 0 proximo a ocorrer, seguido de
ferro e sulfato-reducdo até atingir condigdes metanogénicas. Sendo
assim, foram primeiramente apresentados os resultados de todos o0s
receptores de elétrons e suas espécies reduzidas (FIGURAS 7.7 e 7.8)
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para permitir uma analise integrada da evolucdo geoquimica na area
experimental. Considerando que néo é possivel realizar esta analise sem
informacfes a respeito do comportamento dos substratos orgénicos
disponiveis na area (BTEX, HPAs e acetato), estes resultados foram
também disponibilizados (FIGURA 7.9).
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FIGURA 7.7. Concentragdes de nitrato (A, B, C), nitrito (D, E, F) e Fe*
(G, H, 1) nos pogos de monitoramento Fonte, PM9 e PM15 ao longo do tempo.
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amonio esta representado pelas flechas tracejadas.
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FIGURA 7.8. Concentragdes de sulfato (A, B, C), sulfeto (D, E, F) e metano (G,
H, 1) nos pogos de monitoramento Fonte, PM9 e PM15 ao longo do tempo.
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Nota: A linha tracejada horizontal existente nos graficos G, H e | representa a
concentragéo de saturacdo do metano em 4gua (=~ 22 mg.L™), a uma temperatura
de 24°C. O periodo em que ocorreu a interrup¢do das injecbes de acetato de
amonio esta representado pelas flechas tracejadas verticais.
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FIGURA 7.9. Concentragdes de acetato (A, B, C), BTEX (D, E, F) e HPAs (G,
H, 1) nos pogos de monitoramento Fonte, PM9 e PM15 ao longo do tempo.
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Nota: O periodo em que ocorreu a interrupgdo das injecbes de acetato de
amonio esta representado pelas flechas tracejadas.

Para avaliar a ocorréncia de processos via nitrato-reducao,
observou-se 0 comportamento do nitrato e de sua espécie reduzida
(nitrito) ao longo do experimento. Foram detectados picos isolados de
nitrato, o que poderia possibilitar a ocorréncia de nitrato-reducdo. No
entanto, ao avaliar as concentracGes de nitrito, sugere-se que tal
processo de oxidacdo-reducdo ndo foi predominante no experimento,
uma vez que foram detectadas concentragbes significativamente
inferiores ao nitrato. Considerando a estequiometria da reacdo de
degradacdo de benzeno e toluenoo via nitrato-reducdo (reacbes 7.2.1 e
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7.2.2), observa-se que a relacdo molar tedrica entre nitrato consumido e
nitrito produzido é de 1:1. Ou seja, para degradacdo de 1 mol de
benzeno sdo necessarios 15 moles de nitrato, produzindo 6 moles de
dioxido de carbono e 15 moles de nitrito (DOU et al., 2008). Da mesma
forma, para degradacdo de 1 mol de naftaleno sdo necessarios 25 moles
de nitrato, produzindo 10 moles de didxido de carbono e 25 moles de
nitrito:

(7.2.1) Benzeno: CgHg + 15NO5” — 6CO, + 15NO, + 3H,0
(7.2.2) Naftaleno: CyoHg + 25NO5™ + 2H* — 10CO, + 25NO, + 5H,0

E possivel observar que as concentracdes de nitrato detectadas
nos pocos de monitoramento, principalmente no PM15, ndo séao
equivalentes as concentrac@es de nitrito correspondentes (FIGURA 7.7).
Diante disso, ndo foi observada a ocorréncia de nitrato-reducao por meio
das analises que foram realizadas. No entanto, € importante mencionar
que a possibilidade de nitrato-reducdo ndo pode ser completamente
descartada, uma vez que o nitrito € um metabolito da desnitrificacdo
muito instavel e de dificil deteccdo em amostras ambientais,
principalmente quando as concentracdes de nitrato sdo relativamente
baixas. Além disso, o nitrato existente na area experimental pode ser
convertido em nitrogénio (N,), o qual ndo foi analisado neste
experimento, ndo permitindo a verificacdo da nitrato-reducdo pela
producdo de nitrogénio. A possibilidade de as concentracGes de nitrato
detectadas no PM15 terem sido provenientes da nitrificacdo do amdnio
(introduzido por meio das inje¢des de acetato de aménio) foi descartada,
baseando-se na estequiometria da reacdo de oxidacdo completa do ion
amonio (7.2.3), em que 2 moles de oxigénio sdo necessarios para
produgdo de 1 mol de nitrato (METCALF e EDDY, 2003):

(7.2.3) Nitrificagio: NH," + 20, — NO3 + H,0 + 2H"

Utilizando a relagdo estequiométrica acima, para produzir
concentracBes de nitrato equivalentes as observadas no PM15 nivel 2m
(entre 28 e 39,3 mg.L™), seriam necessarias concentracdes de oxigénio
acima do seu limite de saturacéo na agua (> 8mg.L™). No entanto, esta
concentracdo € consideravelmente superior a disponibilidade de
oxigénio observada neste poco de monitoramento durante todos o0s
periodos amostrais (de 0,2 a 0,6 mg.L™"), descartando-se, portanto, a
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possibilidade de nitrificacdo do amoénio introduzido por meio das
injecdes. Os calculos para verificacdo da nitrificacdo estdo disponiveis
no apéndice B. Considerando que o periodo em que foi detectada a
méaxima concentracdo de nitrato (0,7 ano) coincide também com o maior
indice pluviométrico (133,2 mm) observado nos eventos amostrais
(FIGURA 6.4), acredita-se que 0 nitrato proveniente da prévia utilizacdo
da area para atividades pecuérias possa ter percolado do solo para a zona
saturada, justificando sua presenca no PM15.

De acordo com a hierarquia termodindmica, 0 processo de
ferro-reducéo é a etapa posterior a nitrato-reducdo e a ocorréncia deste
processo foi avaliada por meio da concentracdo de sua espécie reduzida
Fe?", em decorréncia da dificuldade em amostrar e analisar Fe** por este
possuir tendéncia em formar 6xidos ou hidrdxidos que o torna insoltvel
em 4gua (LOVLEY, 1991; CHAPELLE, 2001). Foi possivel observar
que, dentre as espécies reduzidas (NO,, Fe** e S?) que foram
produzidas ao longo do tempo, Fe?* foi mais abundante no experimento,
sugerindo que processos de ferro-reducdo ocorreram no sistema. As
concentragdes de Fe?* permaneceram na faixa entre 5 e 20 mg.L™,
enquanto que as maximas concentracdes de nitrito e sulfeto detectadas
foram de 0,53 e 1,16 mg.L™ respectivamente. Na fonte de
contaminagdo, foram encontradas concentracBes ainda maiores
(173,3 mg.L™) aos 0,3 ano, demonstrando que o processo de ferro-
reducdo foi predominante, especialmente neste poco de monitoramento,
no inicio do experimento. Em condi¢Bes anaerodbias, grande parte do
Fe?* produzido durante o processo de ferro-reducéo pode se complexar
com minerais presentes nos sedimentos, como por exemplo, ilita e
magnetita, enquanto que uma menor parte permanece livre na agua
subterranea. Em ambientes aerdbios, as espécies reduzidas podem ser
reoxidadas produzindo Fe®** nas formas de 6xido ou hidréxido.
Considerando que no presente estudo as condi¢bes do sistema foram
predominantemente anaerébias, a reducio na concentracéo de Fe?*, além
de representar a interrupcdo de processos de ferro-reducdo, indica
também que este metabdlito depois de produzido pode ter se
complexado com os minerais existentes no sedimento, justificando as
quedas em sua concentracdo observadas nos pocos de monitoramento
analisados aproximadamente a partir de 0,5 ano (LOVLEY, 1991;
CHAPELLE, 2001; ZACHARA et al., 2004).

Relacionando o comportamento dos substratos organicos com
0s processos de oxidagédo-reducdo (FIGURA 7.9), nota-se que, no caso
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dos BTEX, houve um decréscimo de sua concentracdao a partir de 0,5
ano apos a liberagdo na fonte de contaminag&o. Desta forma, observando
0 comportamento das espécies reduzidas, é plausivel que a degradacao
dos substratos organicos tenha ocorrido, inicialmente, via processos de
ferro-reducdo. Sabe-se que a ferro-reducdo é um importante mecanismo
de oxidacdo de compostos organicos alifaticos (por exemplo, éacidos
graxos de cadeia longa) e aromaticos (compostos BTEX e HPAs) em
ambientes anaerébios (LOVLEY, 1991; LOVLEY, 1997; ANDERSON
et al., 1998; ANDERSON e LOVLEY, 1999; ROONEY-VARGA et al.,
1999; JAHN et al., 2005). As reacOes de ferro-reducdo utilizando
exemplos de ésteres do biodiesel (palmitato), compostos BTEX
(tolueno) e HPAs (naftaleno) presentes no experimento estdo
representadas abaixo (COATES et al., 1995; LOVLEY, 1991,
KLEEMANN e MECKENSTOCK, 2011):

(7.2.4) Palmitato: CyH3,0, + 92Fe®* + 30H,0 — 16CO, + 92Fe*" +
92H"

(7.2.5) Tolueno: C;Hg + 36Fe** + 21H,0 — 7HCO; + 36Fe" + 43H"
(7.2.6) Naftaleno: CyoHg + 48Fe(OH); — 10HCO; + 48Fe** + 28H,0
+860H"

A analise das espécies reduzidas e do comportamento dos
substratos organicos indica que a degradacdo via ferro-reducdo ocorreu
no experimento, especialmente na fonte de contaminacéao, onde ha maior
concentracdo de contaminantes. Além disso, a oxidagdo de substratos
organicos utilizando Fe** como receptor de elétrons é mediada por
micro-organismos especificos, membros da classe delta Proteobacteria,
principalmente da familia Geobacteraceae, a qual inclui os géneros
Pelobacter, Geobacter, Desulfuromonas e Desulfuromusa (LOVLEY,
2000), sendo Geobacter considerado o grupo mais importante para a
conducgéo dos processos de ferro-reducdo (SNOEYENBOS-WEST et al.,
2000). Assim, a presenca desta comunidade especifica pode auxiliar na
verificacdo da ocorréncia destes processos na area experimental. O
mesmo vale para as comunidades de bactérias sulfato-redutoras e
arqueas metanogénicas, as quais também atuam como indicativos dos
processos redox decorrentes no experimento. Com relacdo aos micro-
organismos ferro-redutores, conforme discutido anteriormente na
caracterizacdo microbioldgica, ficaram abaixo do limite de deteccéo (5,6
« 10% copias de gene.g™) em todos os pogos de monitoramento avaliados
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antes da liberacdo do B20. Porém, trés meses apos a liberagdo e inicio
das injecBes de acetato de amdnio estes micro-organismos passaram a
ser detectados na area experimental, atingindo concentracGes de até 3,1
« 10° copias de gene.g™; 1,0 ano ap6s a liberacéo. Estes resultados estio
detalhadamente apresentados na préxima sec¢éo - item 7.3.

Na avaliagdo do processo de sulfato-reducdo por meio da
analise da disponibilidade de sulfato seguida da producdo de sulfeto,
apesar de ter sido observada a disponibilidade significativa de sulfato
(possivelmente resultante da introducdo do enxofre presente em até
0,35% no diesel), as concentracbes de sulfeto correspondentes foram
muito inferiores, sendo 3 mg.L™? a méxima concentragdo detectada
(FIGURA 7.8). Sabendo que houve degradagdo dos compostos BTEX e
HPAs no presente experimento, a estequiometria das reacOes de
degradacgdo de benzeno e naftaleno via sulfato-reducgdo foi utilizada para
avaliar a demanda de sulfato necessaria para oxidar 1 mol de cada
substrato (benzeno e naftaleno), bem como a quantidade de mols de
sulfeto produzidos na rea¢do (DOU et al., 2008; McFARLAND e SIMS,
1991). Observa-se que as concentracfes de sulfeto ndo correspondem a
relacdo molar tedrica da reacdo, em que ha uma mesma proporcdo de
sulfato consumido e sulfeto produzido (reacbes 7.2.7e 7.2.8) e estes
resultados sugerem que processos de degradacéo via sulfato-reducéo ndo
foram predominantes neste experimento.

(7.2.7) Benzeno: CgHg + 3,750, — 6CO, + 3,755* + 3H,0
(7.2.8) Naftaleno: CyoHg + 6,2550,% + 9,375H* — 10CO, + 6,255% +
12,5H,0

De maneira complementar, concentracdes consideraveis de Fe?*
(conforme previamente apresentado) somente poderdo existir se
processos de sulfato-reducdo nao forem significativos no aquifero. Esta
afirmacdo se justifica pelo fato de que a presenca de sulfetos,
provenientes do processo de sulfato-redugdo, possui a tendéncia de fazer
com que Fe?" precipite na forma de sulfeto de ferro (FeS), tornando-o
insoltvel na agua subterranea (BERNER, 1969). Adicionalmente, se
concentracdes suficientes de Fe® estiverem disponiveis no aquifero,
micro-organismos ferro-redutores podem competir com 0 grupo de
sulfato-redutores fazendo com que estes sejam metabolicamente inibidos
e ndo participem de forma predominante dos processos de degradacédo
da matéria orgénica. Neste contexto, a analise dos micro-organismos
sulfato-redutores revela que sua abundéncia foi inferior aos ferro-
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redutores (diferencas aproximadamente na ordem de grandeza 107
durante o periodo do experimento, fornecendo indicios de que o
processo de ferro-reducdo predominou sobre a sulfato-reducdo. No
entanto, mesmo da limitada disponibilidade de sulfato, os micro-
organismos sulfato-redutores foram estimulados. Isto se deve pelo fato
de estes também possuirem afinidade pelos substratos disponiveis no
sistema e porque sdo capazes de crescer e se desenvolver mesmo na
auséncia de sulfato (BRYANT et al., 1977; LENGELER et al., 1999).
Estas informacdes estdo discutidas detalhadamente no item 7.3.

Apos a avaliacdo da ocorréncia de sulfato-reducdo no aquifero,
foi conduzida a andlise da dltima etapa dos processos de oxidacdo-
reducdo, que se refere ao estabelecimento da metanogénese na agua
subterrdnea. Considerando o0s resultados obtidos na fonte de
contaminacdo, nota-se que condi¢cbes metanogénicas passaram a
predominar apés a ocorréncia de ferro-redugdo, sendo a metanogénese o
processo de oxidagdo-reducdo de maior contribuicdo para a degradacao
dos compostos BTEX no experimento, conforme esperado. Foram
detectadas baixas concentragdes de metano na fonte de contaminagédo a
partir de 0,3 ano, porém, o pico de concentracdo deste ocorreu em 0,7
ano (periodo que coincide com o decaimento das concentracdes de
BTEX) tendo sido observado valores proximos ao limite de saturacdo na
4gua (17,5 mg.L™). Da mesma forma, no PM9 concentracdes de metano
também foram observadas a partir de 0,3 ano e foram aumentando
gradativamente ao longo do tempo, tendo atingido a maxima
concentracdo de 7,8 mg.L™ aos 1,4 anos. No PM15 o estabelecimento
destas condicbes no meio foi reflexo do periodo em que os
contaminantes migraram para este pogo de monitoramento e, portanto,
concentragBes de metano passaram a ser observadas somente a partir de
1,4 anos e atingido seu pico de concentracdo (14 mg.L™) apés 2,0 anos,
podendo ser considerado como um indicativo da existéncia de
biodegradagao.

A degradacdo de compostos aromaticos via metanogénese foi
subestimada durante um determinado periodo de tempo. No entanto,
apos os estudos de Gbric-Galic e Vogel, (1987), quando o primeiro
consorcio de micro-organismos capaz de degradar benzeno e tolueno em
condi¢Bes metanogénicas foi observado, esta possibilidade passou a ser
considerada e varios trabalhos passaram a demonstrar a ocorréncia da
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degradacdo de contaminantes organicos sob estas condi¢Ges (KAZUMI
et al. 1997; WEINER e LOVLEY, 1998; ULRICH e EDWARDS 2003;
REINHARD et al. 2005). Considerando que condi¢cbes metanogénicas
passaram a ocorrer e prevalecer na dgua subterranea é fundamental que,
para a confirmacdo dos resultados obtidos, tenha sido também
observado o desenvolvimento de arqueas na area experimental, uma vez
que estas sdo capazes de atuar nestas condicdes e degradar o0s
subprodutos metabdlicos gerados nas etapas de degradacdo anteriores.
Desta forma, com a analise de arqueas foi possivel comprovar a
ocorréncia da metanogénese, ja que estes micro-organismos ndo foram
detectados na etapa de caracterizagdo da area, porém apos a liberacdo do
B20 e das injecGes de acetato, suas concentra¢fes passaram a aumentar
significativamente (até 1,7 x 10° cépias de gene.g™; 1,4 anos apés a
liberagdo no PM9), tendo sido detectados em concentragdes superiores
as bactérias ferro e sulfato-redutoras e ao longo do experimento sua
predominancia na area experimental foi semelhante as bactérias totais
(informagdes detalhadas no item 7.3).

Para concluir a andlise da evolugdo geoquimica na é&rea
experimental, foi feita a verificagdo da contribuicdo dos diferentes
processos redox na degradacdo dos substratos organicos. Considerando
que tanto os processos de degradacdo dos AGCL provenientes do
biodiesel (LALMAN, 2000; LALMAN e BAGLEY, 2002; SOUSA et
al., 2009; SOUSA et al., 2007), como dos BTEX (CHAKRABORTY e
COATES, 2004; HEIDER e FUCHS, 1997) e HPAs (TSAI et al., 2009;
HARITASH e KAUSHIK, 2009) provenientes do diesel, produzem
acetato como subproduto metabdlico, a verificacdo dos diferentes
processos redox foi baseada no consumo de acetato, seguindo a
metodologia de Chiaranda (2011). Para determinacdo do balango
estequiométrico do consumo de acetato por meio de diferentes processos
de oxidacdo e reducdo (TABELA 7.9), foi utilizado o modelo energético
de McCarty, o qual considera a producdo celular nas reacGes
(McCARTY,1969).



TABELA 7.9. Reacfes de oxidacdo de acetato com os balancos estequiométricos do processo via respiracao
aerobia, nitrato-reducdo, ferro-reducdo, sulfato-reducdo e metanogénese.

Reacdes de oxidacao de acetato via diferentes processos redox

Respiracéo aerobia:
CH;COO + 0,82 O, + 0,24NH," — 0,24 CsH;0,N + 0,76 HCO + 0,06 CO, + 0,76H,0
Nitrato-reduc&o:
CH,COO" + 0,68 NO3 + 0,23NH," + 0,68H" — 0,23 CsH;O,N + 0,34N, + 0,77 HCO;3 + 0,08 CO, + 1,11H,0
Ferro-reducdo:
CH,COO  + 3,36 Fe** + 0,23NH," + 0,91H,0 — 0,23 CsH;O,N + 3,36Fe?* + 0,77 HCO5 + 0,07 CO, + 3,36 H"
Sulfato-reducdo:
CH,COO" + 0,92 SO, + 0,03NH," + 1,38H" — 0,03 CsH;O,N + 0,46 H,S + 0,46HS” + 0,97 HCO; + 0,87 CO, + 0,97 H,O
Metanogénese:
CH,COO + 0,03 CO, + 0,02NH," + 0,92 H" — 0,02 CsH;0,N + 0,95 CH, + 0,98 HCO;
Fonte: Chiaranda (2011).
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De acordo com a TABELA 7.9, foi possivel determinar a
relagdo molar entre 0 consumo de acetato e a demanda de receptores de
elétrons e suas espécies reduzidas. Na respiracdo aerdbia, para oxidagdo
de 1 mol de acetato sdo necessarios 0,82 moles de oxigénio, enquanto
gue na nitrato-reducdo sdo utilizados 0,68 moles de nitrato. Com relagéo
as espécies reduzidas, no processo de ferro-reducéo a producgdo de 3,36
moles de Fe** est4 associada ao consumo de 1 mol de acetato, no
processo de sulfato-reducdo, a producdo de 0,92 moles de sulfeto esta
relacionada ao consumo de 1 mol de acetato e, por fim, na etapa
metanogénica 1 mol de acetato esta associado & produgdo de 0,95 moles
de metano.

Baseando-se nas relagfes molares de cada processo, foi
realizado o calculo da contribuicdo de cada processo redox no consumo
de acetato em diferentes periodos do experimento. Desta forma, as
concentragBes de oxigénio, nitrato, Fe?*, sulfeto e metano detectadas
experimentalmente foram incluidas no calculo do consumo de acetato.
Inicialmente, as concentragdes dos receptores (O, e NO3') e das espécies
reduzidas (Fe?*, S* e CH,) foram primeiramente convertidas em mol.L™
e o valor equivalente foi multiplicado pela relacdo molar
correspondente, determinando assim o consumo total de acetato em cada
um dos processos de oxidagdo-reducdo. O calculo de consumo de
acetato foi realizado para os periodos amostrais em que foi observado o
consumo dos receptores de elétrons e producdo das espécies reduzidas,
uma vez que indicam a ocorréncia de processos de degradagéo. Portanto,
na fonte de contaminacdo (FIGURA 7.10) e no PM9 (FIGURA 7.11A)
os periodos avaliados foram 0,3; 0,7; 1,0; 1,4 e 2,0 anos ap6s a liberacéo
do B20, enquanto que para 0 PM15 (FIGURA 7.11B) foram incluidos
somente os periodos de 1,0;1,4 e 2,0 anos, pelo fato de que nos periodos
antecedentes ndo foi observado o decaimento da concentracdo dos
contaminantes, nem tampouco o consumo ou producdo das espécies
reduzidas. Esta avaliagdo foi realizada somente no nivel 2m porque 0s
processos de degradacdo decorrentes na agua subterranea ocorreram de
maneira predominante neste nivel de profundidade. Detalhes da
elaboragdo dos célculos foram fornecidos no apéndice A.
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FIGURA 7.10. Acetato consumido na fonte de contaminagdo por diferentes
processos de oxidacdo e redugdo, ao longo do tempo.
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Com relagdo a fonte de contaminagdo, foi comprovada a
predominancia de processos metanogénicos ao longo do experimento,
conforme esperado (FIGURA 7.10). Observa-se, no entanto, que no
periodo correspondente a 0,3 ano, houve o predominio do processo de
ferro-reducdo no experimento. O estabelecimento deste processo
antecedeu o periodo em que foi observada a atenuacdo dos compostos
BTEX e HPAs. Desta forma, apesar de ndo se dispor de evidéncias
diretas para afirmar, sugere-se que a ferro-redugdo ocorreu durante o
processo de degradacdo dos AGCL, ja que estes compostos sdo mais
suscetiveis a degradacdo microbiana quando comparados aos compostos
mono e poliaroméaticos. Adicionalmente, em virtude do decaimento da
concentracdo dos compostos BTEX ter sido evidenciado somente ap6s
0,7 ano, é coerente atribuir a ocorréncia de ferro-reducdo durante o
periodo de 0,3 ano, a degradacdo preferencial dos ésteres do biodiesel.
De maneira complementar, bactérias ferro-redutoras foram
primeiramente detectadas na area experimental neste mesmo periodo de
0,3 ano. Ao final do experimento (= 2,0 anos), observou-Se uma queda
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na concentracdo de acetato em decorréncia da interrup¢do das injecdes
de acetato de aménio e da reducdo da concentracdo dos contaminantes
na fase dissolvida. Esta reducdo na disponibilidade de acetato resultou
na diminuicdo de processos metanogénicos na area experimental. No
pogo de monitoramento PM9 foi também comprovada a predominancia
de condi¢cBes metanogénicas durante a maior parte do experimento,
ainda que as concentracdes de acetato consumido tenham sido inferiores
(FIGURA 7.11A). Estes resultados refletem a producdo de acetato
oriunda dos processos de degradacdo que ocorreram neste poco a partir
de 0,7 ano apds a liberagdo. Dentre os processos redox que foram
analisados no PM15, a nitrato-reducéo aparentemente predominou sobre
todos os outros, inclusive sobre a metanogénese (FIGURA 7.11B). Este
resultado é condizente com a migracdo dos contaminantes neste pogo e
com a degradacdo destes que somente foi observada a partir de 1,0 ano
apos a liberacdo. Vale a pena ressaltar que a avaliacdo do processo de
nitrato-redugdo foi feita utilizando nitrato ao invés de sua espécie
reduzida (NO;), em virtude de terem sido detectadas concentragcdes
muito baixas de nitrito, 0 que poderia subestimar a contribuicdo da
nitrato-reducdo no consumo de acetato.

Conceitualmente, em uma pluma de contaminantes existem
diferentes zonas de processos de oxidacdo-reducdo (WIEDEMEIER,
1999; LOVLEY, 2000; CHAPELLE, 2001). A distribuicdo da zona
metanogénica predomina na regido da fonte de contaminagdo em
consequéncia do rapido e intenso esgotamento dos receptores de elétrons
inorganicos, ja 0s processos de nitrato-reducdo sdo geralmente
observados nos pocos mais afastados da fonte de contaminagdo, como é
0 caso do PM15, onde a concentracdo de matéria organica é inferior e,
consequentemente zonas de processos anaerébios estdo ainda se
estabelecendo em decorréncia da demanda bioguimica de oxigénio que
passou a ser exercida pela pluma de contaminantes. Portanto, a andlise
da evolugdo geoquimica na &gua subterranea revelou a predominancia
da metanogénese nos pogos de monitoramento Fonte e PM9, fornecendo
evidéncias do esgotamento dos receptores de elétrons, conforme
esperado. A ocorréncia de nitrato-reducdo aparentemente ocorreu no
PM15, em virtude de estar mais distanciado da regido da fonte e exposto
a uma concentracao inferior de substrato organico, corroborando com 0s
modelos conceituais a respeito da distribuicdo das diferentes zonas de
processos redox na pluma de contaminantes.
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FIGURA 7.11. Acetato consumido no PM9 (A) e PM15 (B) por diferentes
processos de oxidacdo e redugdo, ao longo do tempo.
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7.3 INVESTIGACAO DA ESTIMULACAO DA BIOMASSA
TOTAL E  MICRO-ORGANISMOS  ESPECIFICOS
ASSOCIADOS A DEGRADACAO ANAEROBIA DE
HIDROCARBONETOS DE PETROLEO E PROCESSOS
SINTROFICOS

7.3.1  Monitoramento das Variaveis Microbioldgicas

Apos discussdes a respeito das alteraces geoquimicas que
sucederam no sistema, decorrentes da introdugdo dos contaminantes na
agua subterrdnea e do inicio das injecdes de acetato de amdnio, é
essencial que seja realizada a investigacdo dos micro-organismos
atuantes no ambiente subsuperficial para possibilitar uma avaliacéo
aprofundada dos fatores relevantes ao processo de remediago. Assim,
foram primeiramente apresentados 0s resultados dos micro-organismos
que se desenvolveram nos pogos Fonte, PM9 e PM15, ao longo do
tempo (FIGURAS 7.12, 7.13 e 7.14). Em virtude de os pogos PM9 e
PM15 ndo terem sido analisados na etapa de caracterizacdo, os dados
provenientes do poco de monitoramento mais préximo (PM10) foram
utilizados para os valores referentes ao tempo zero (background). Além
disso, considerando que 0s micro-organismos sdo influenciados pelo
comportamento dos substratos orgénicos, a relacdo entre as
comunidades microbianas e 0s principais substratos (acetato e BTEX)
foi disponibilizada na Figura 7.15.
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FIGURA 7.12. Concentracdo de bactérias totais (A), ferro-redutoras (B),
sulfato-redutoras (C) e arqueas (D) na fonte de contaminag&o, niveis 2 e 6m.
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Nota: A linha tracejada horizontal representa o limite de detecgdo obtido nas
respectivas analises. No periodo 0,7 ano a coleta no nivel 2m foi inviabilizada
pela escassez de agua neste nivel da fonte de contaminagdo. O periodo em que
ocorreu a interrupcdo das injecOes de acetato de amonio esta representado pela
flecha tracejada vertical.
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FIGURA 7.13. Concentracdo de bactérias totais (A), ferro-redutoras (B),
sulfato-redutoras (C) e arqueas (D) no PM9, niveis 2 e 6m.
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Nota: A linha tracejada horizontal representa o limite de detecgdo obtido nas
respectivas analises. O periodo em que ocorreu a interrupgao das injecOes de
acetato de amonio esta representado pela flecha tracejada vertical.
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FIGURA 7.14. Concentracdo de bactérias totais (A), ferro-redutoras (B),
sulfato-redutoras (C) e arqueas (D) no PM15, niveis 2 e 6m.
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Nota: A linha tracejada horizontal representa o limite de detecgdo obtido nas
respectivas analises. O periodo em que ocorreu a interrup¢do das injecdes de
acetato de amdnio esta representado pela flecha tracejada vertical.

Os resultados apresentados nas FIGURAS 7.12, 7.13 e 7.14,
demonstram que apds a liberagdo dos contaminantes e injecdes de
acetato de amonio, a biomassa passou a ser estimulada na area
experimental. Considerando que a concentragdo dos BTEX e HPAs
permaneceu aumentando, possivelmente em virtude de fenémenos de
dissolucdo na agua subterranea, até 0,4 ano e 0,7 ano, respectivamente
pode-se atribuir o aumento inicial (apés 0,3 ano) da biomassa do
aquifero - representado pelas bactérias totais — principalmente ao
consumo de acetato de aménio introduzido semanalmente na éarea e a
presenca dos ésteres do biodiesel. Na fonte de contaminacéo, no periodo
de 0,3 ano, 0 aumento da biomassa total foi de 9,35 x 10° para 3,69 x 10°
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copias de gene.g”, demonstrando que a biomassa foi estimulada no
primeiro periodo amostral ap6s a liberagdo do B20 e inje¢Bes de acetato
de amonio. Este aumento da biomassa total foi tambeém observado no
PM9, tendo ocorrido na mesma ordem de grandeza (de 6,27 x 10° para
3,75 x 10° copias de gene.g™) observada na fonte de contaminacéo,
durante este mesmo periodo. Embora a concentracdo de acetato
detectada em 0,3 ano tenha sido significativamente inferior neste poco
(200 mg.L™), quando comparado & fonte de contaminacdo (>1.200
mg.L™?), ainda assim foi suficiente para promover a estimulacio da
biomassa. Ja no PM15 neste mesmo periodo, ndo foi observado um
aumento significativo da biomassa total, o que é coerente com a
auséncia de acetato neste periodo. No momento em que a pluma de
acetato e de contaminantes atingiu o PM15 (= 0,7 ano) um aumento
significativo da biomassa passou a ser observado (de = 10° para 10°
copias de gene.g™).

Na fonte de contaminacéo, durante os periodos 0,3; 0,7 € 1 ano
apos a liberagdo foram observadas poucas variagdes na densidade de
bactérias  totais, tendo permanecido na concentracdo de
aproximadamente 10° cépias de gene.g” e, apés a interrupcdo das
injecOes de acetato de amonio (a partir de 1,4 anos), a biomassa total
passou a decair. Além disso, neste mesmo periodo, foram detectadas as
menores concentracbes dos compostos BTEX e HPAs, o que pode
também ter contribuido para a reducdo da biomassa. No PM9 a
biomassa atingiu seu pico (1,26 x 10° cépias de gene.g™) em 0,7 ano,
coincidindo com o periodo em que foi registrado o inicio da degradacao
dos BTEX. A estimulacdo de bactérias totais, pelas injecGes de acetato
de aménio e também pela presenca dos ésteres do biodiesel e compostos
BTEX, possivelmente exerceu influéncia positiva na degradacdo dos
HPAs, a qual foi observada a partir de 1,0 ano apds a liberacéo, o que é
consideravelmente rapido, devido as propriedades recalcitrantes destes
compostos. Adicionalmente, Chiaranda (2011) desenvolveu um
experimento de campo com diesel B20 e a degradacdo dos HPAs ndo foi
observada antes de 2,5 anos apds a liberagdo. No PM15 a biomassa total
ndo sofreu variagdes significativas ao longo do tempo, a exce¢do do
periodo amostral referente a 0,7 ano apo6s a liberagdo, quando foi
detectado o pico de concentracéo de bactérias totais (1,81 x 10° copias
de gene.g™), que pode ser consequéncia do momento em que a pluma de
acetato alcancou este poco de monitoramento. Apesar de a discussao
sobre a biomassa total do aquifero fornecer informagfes importantes
sobre 0s processos que ocorreram, € fundamental que a andlise de
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micro-organismos especificos associados a degradacdo dos compostos
presentes no B20, como bactérias ferro-redutoras, sulfato-redutoras e
arqueas, seja conduzida para justificar a ocorréncia de processos de
degradacdo na area experimental.

Na fonte de contaminagdo o crescimento das bactérias ferro-
redutoras (BFR) foi observado depois de transcorridos 0,3 ano, o que
condiz com a existéncia de ferro-redugdo na area experimental. A
concentragdo destas bactérias aumentou gradativamente até atingir seu
pico (3,08 x 10° cépias gene.g’) em 1,0 ano, porém neste mesmo
periodo houve o estabelecimento de condigdes metanogénicas na fonte
de contaminacdo que foi acompanhada do desenvolvimento e
predominio de arqueas (4,68 x 10" copias de gene.g™) neste mesmo
periodo amostral. As bactérias sulfato-redutoras (BSR) passaram a ser
observadas somente a partir de 0,7 ano, coincidindo com a discreta
producdo de sulfeto (1,2 mg.L™) observada no mesmo periodo.

Relacdes de dominéncia entre determinadas comunidades
microbianas sdo comumente observadas em processos de biodegradacéo
(CHAPELLE e LOVLEY, 1992; ACHTNICH et al.,, 1995) e, tal
dominéncia é ocasionada pela competicdo por compostos doadores de
elétrons, onde o micro-organismo que predomina trata-se daquele capaz
de utilizar o processo redox com maior potencial energético. Portanto,
de acordo com as observagdes destes autores, no inicio do experimento
(= 0,3 ano apo6s a liberacdo) as BFR predominaram sobre as BSR e,
consequentemente, o0s processos de sulfato-redugdo ndo foram
significativos em nenhum dos pogos de monitoramento observados.
Apb6s um periodo de adaptagdo as BSR passaram a se desenvolver,
possivelmente utilizando outros receptores de elétrons, visto que a
concentracao de sulfeto produzida foi muito inferior & concentragéo dos
metabolitos Fe?* e metano. Desta forma, acredita-se que as BSR tenham
utilizado Fe** como receptor de elétrons para garantir sua sobrevivéncia
no ambiente, uma vez que estas podem se desenvolver na auséncia de
sulfato (BRYANT et al., 1977; LENGELER, 1999; SOUSA et al., 2009)
e, nestas condices, sdo capazes de utilizar Fe** como receptor de
elétrons (LOVLEY, 1991; COLEMAN et al., 1993). O desenvolvimento
de arqueas na fonte de contaminagdo ocorreu no mesmo periodo em que
metano passou a ser produzido no sistema (0,3 ano) e, ao longo do
tempo seu crescimento foi estimulado, obtendo o pico de concentragdo
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ap6s transcorridos 1,4 anos (3,67 x 10° copias de gene.g™) e reduzindo
em 2,0 anos, em virtude da interrupgdo das injecGes de acetato de
ambénio e da diminuicio da disponibilidade de substratos
(contaminantes) orgénicos.

No PM9 foi observado um comportamento semelhante a fonte
de contaminagdo em que o desenvolvimento de BFR ocorreu em 0,3
ano, antecedendo as BSR. O pico de concentracdo de ambas (6,95 x 10°
e 1,79 x 10° copias de gene.g™ para BFR e BSR, respectivamente) foi
observado em 1,4 anos, o que é coerente com a maxima concentracao de
acetato (800 mg.L™) detectada neste poco. O mesmo foi observado para
as arqueas, as quais também obtiveram a maxima concentracdo em 1,4
anos (1,68 x 10° copias de gene.g™), coincidindo com o pico de
concentracdo de metano (7,8 mg.L™). Estes resultados corroboram com
estudos que observaram a afinidade destas comunidades microbianas
por acetato (ACHTNICH et al., 1995; KLEIKEMPER et al., 2005;
CALDWELL et al., 2008; GOEVERT e CONRAD, 2008; ZHUANG et
al., 2012). Esta estimulagdo dos micro-organismos especificos
aparentemente foi responsavel pela observada degradacdo dos
compostos BTEX e HPAs em 0,7 e 1,0 ano, respectivamente. No
periodo correspondente a 1,0 ano foi observada a auséncia de BFR, BSR
e arqueas no PM9, porém em virtude de ndo haver condicBes
geoquimicas que pudessem justificar uma possivel inibicdo, acredita-se
que no momento da coleta, neste poco de monitoramento
especificamente, a porcdo de &gua subterrdnea amostrada pode nao ter
contemplado os solidos suspensos totais, onde a maioria dos micro-
organismos permanece aderida.

No PM15, semelhante aos resultados observados na Fonte e no
PM9, BFR foram detectadas ap6s 0,3 ano enquanto que BSR passaram a
ser detectadas somente em 0,7 ano. A presenca de BSR em 0,7 ano
condiz com a discreta produgio de sulfeto (= 3 mg.L™") observada neste
periodo. As BFR foram observadas a partir de 0,3 ano, tendo aumentado
consideravelmente sua concentracdo aos 0,7 ano (de 3,99 x 10° para
7,89 x 10* copias de gene.g™), periodo que coincidiu com o inicio da
producdo de Fe?* (13,9 mg.L™) neste poco de monitoramento. As
arqueas foram primeiramente detectadas neste poco de monitoramento
degois de transcorridos 0,3 ano, tendo seu pico de concentracdo (8,64 x
10" copias de gene.g™) em 2,0 anos, o que condiz com a méxima
concentracdo de metano (13,8 mg.L™) observada neste mesmo periodo
no PM15. Adicionalmente, os compostos BTEX e HPAs estavam ainda
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sendo biodegradados e concentragfes significativas de acetato
(215 mg.L™") foram detectadas neste periodo, o que justifica o pico de
concentracdo de metano em 2,0 anos. De maneira complementar, no
PM15 os micro-organismos especificos estavam ainda presentes no
periodo de 2,0 anos apds a liberacdo, o que contribuiu para a
continuidade da degradacdo dos contaminantes presentes neste pogo de
monitoramento.

FIGURA 7.15. Relacdo entre a concentragdo microbiana na Fonte, PM9 e PM15
(niveis 2 e 6m) e concentragdo dos BTEX e acetato, ao longo do tempo.

FONTE PM9 PM15

Backras totais
{eopias de geneg )

2888888855

BRF

7\ [
- — _— ;
[, i " ——alp
il 05 10 15 00 05 1.0 15 0.0 05 10 15 20
Tempo {anos) Tempo {anos) Tempo (anos)

= B r=6m ~@— BTEX n=2m =~ BTEX n=6m =)= acetato n=2m =(p= acetato n=6m

Nota. A linha tracejada horizontal representa o limite de deteccdo obtido nas
respectivas analises microbiol6gicas. O periodo em que ocorreu a interrupcéo
das injecOes de acetato de aménio esta representado pela flecha tracejada
vertical.
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Foi possivel concluir que micro-organismos especificos capazes
de atuar nas reagBGes de degradacdo anaerdbia dos AGCL, BTEX e
HPAs foram estimulados, tendo sido demonstrada a relagdo entre a
presenca destes e os processos de degradacdo dos contaminantes em
todos o0s pogos de monitoramento apresentados. Levando em
consideragdo as caracteristicas dos compostos do B20, sabe-se que o
processo de atenuacdo ira ocorrer de maneira sequencial, i.e.,
degradacdo preferencial do biodiesel, seguida dos compostos BTEX e,
por fim, degradacdo dos HPAs. O biodiesel comporta-se como uma
fonte fixa e duradoura de contaminacdo (CORSEUIL et al., 2011b;
CHIARANDA, 2011), possuindo baixa capacidade de migra¢do na agua
subterrdnea em consequéncia de sua limitada solubilidade aquosa.
Assim, ha necessidade de intensificar os processos de degradagdo do
biodiesel na fonte de contaminacdo para que este ndo retarde a
degradacdo dos compostos aromaticos. Portanto, a bioestimulagcdo com
foco na fonte de contaminacdo deve ser priorizada para que haja uma
aceleracdo na degradacdo do biodiesel que permita a posterior
degradacdo dos compostos mono e poliaromaticos. No presente
trabalho, comunidades microbianas especificas foram estimuladas
(principalmente  na regido da fonte de contaminagdo) e,
consequentemente, o decaimento das concentracfes dos BTEX e HPAs
foi observado aos 0,7 e 1,0 ano, respectivamente.

A fim de realizar uma andlise aprofundada das comunidades
microbianas que foram estimuladas e, para permitir uma melhor
compreensdo dos processos de degradacdo que ocorreram, analises de
sequenciamento de DNA (pirosequenciamento) foram conduzidas na
fonte de contaminacdo, a qual corresponde a regido de maior atividade
microbioldgica.
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7.3.2  Analise de Sequenciamento de DNA (Pirosequenciamento)

A fim de complementar as andlises de biologia molecular
(QPCR) e proporcionar uma analise aprofundada das comunidades
microbianas e da sucessdo ecologica que ocorreu na fonte de
contaminacdo ao longo do tempo (antes e apds a exposicdo aos
contaminantes), analises de sequenciamento de DNA microbiano
(pirosequenciamento) foram realizadas. Apesar de a maioria dos estudos
focar na investigacdo de genes filogenéticos associados a processos
especificos de degradagdo de contaminantes (DA SILVA e ALVAREZ,
2004; BELLER et al., 2008; CAPIRO et al., 2008), sabe-se que a
atenuacgdo dos contaminantes é conduzida pela ago conjunta de diversos
micro-organismos (KLEINSTEUBER et al., 2012). Portanto, €
importante realizar uma abordagem ampla, que englobe ndo somente a
analise de genes filogenéticos e catabolicos especificos, mas também a
presenca de diversos micro-organismos nativos que possam estar
metabolicamente associados aos processos de degradagdo decorrentes no
sistema.

A realizacdo das andlises de pirosequenciamento possui como
pré-requisito a utilizacdo de amostras que contenham concentragoes
significativas de DNA. Assim, observando os resultados obtidos na
analise de biologia molecular foi constatado que, de uma maneira geral,
a concentracdo de DNA microbiano no nivel 6m foi superior ao nivel
2m (possivelmente em virtude da presenga de maiores concentracfes de
acetato detectadas no nivel 6m). Portanto, embora os BTEX se
concentrem nos niveis de profundidade mais superficiais, optou-se por
utilizar amostras provenientes da fonte de contaminacdo, no nivel 6m
para garantir o fornecimento de concentracdes suficientes de DNA que
pudessem viabilizar a execucdo desta analise. A justificativa pelo foco
na fonte de contaminacéo foi mencionada no item acima e, as analises
foram realizadas até 1,6 anos (diferente das outras analises apresentadas
nesta tese, as quais contemplam o periodo de até 2 anos ap6s a
liberagdo) porque no periodo em que a analise de pirosequenciamento
foi realizada, a Gltima campanha de monitoramento ainda ndo havia sido
realizada.
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A andlise de pirosequenciamento detectou um total de 49.216
sequéncias de DNA microbiano, sendo 42.026 (85%) representadas pelo
dominio bactéria e 7.190 (15%) classificadas como arqueas. Estas
diferencas podem ser justificadas pelo fato de ndo ter sido detectadas
sequéncias de arqueas antes da exposicdo ao B20, tendo ocorrido
somente depois de transcorridos 0,3 ano, periodo que coincide com o
estabelecimento de condicBGes anaerdbias no sistema. Além disso, as
argqueas metanogénicas se tornaram predominantes apds 0,7 ano, periodo
em que os compostos BTEX passaram a ser degradados e em que
concentracbes de metano proximas do limite de saturagdo foram
observadas (17,5 mg.L™). De acordo com a classificacdo taxonomica,
foi observada a presenca de 8 filos para o dominio bactérias e somente 2
filos para arqueas (FIGURA 7.16). Foram detectados os seguintes filos
no dominio bactéria: Proteobacteria, Firmicutes, Acidobacteria,
Chloroflexi, Actinobacteria, Bacteroidetes, Nitrospira e Chlorobi, tendo
havido variagdes ao longo do tempo, porém claramente observada a
predominéncia dos filos Proteobacteria (constituido pelas classes a, f, 7,
d e € Proteobacteria) e Firmicutes (classes Bacilli e Clostridia), sendo 0s
membros a, B, 8-Proteobacteria e Clostridia relacionados aos processos
de degradacdo anaerdbia de compostos arométicos (KLEINSTEUBER
etal., 2012).

Com relacdo as arqueas, foi observada a presenca dos filos
Crenarqueota (constituido principalmente por micro-organismos
terméfilos) e  Euriarqueota  (que  inclui  micro-organismos
predominantemente  metanogénicos e também  haldfilos e
termoacidofilos), com predominio deste Gltimo a partir de 1 ano ap6s a
liberagdo do B20. A predominadncia do filo Euriarqueota sobre
Crenarqueota também ja foi observada em ambientes contaminados com
HPAs e outros hidrocarbonetos de petrdleo (ZHANG et al., 2012),
fornecendo indicios de que este filo estd associado aos processos de
biodegradacdo destes compostos organicos.
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FIGURA 7.16. VariagBes das comunidades de bactérias e arqueas (em nivel de
filo) na fonte de contaminacéo, ao longo do tempo.
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A avaliacdo da diversidade microbiana revelou a existéncia de
26 géneros bacterianos, diferentemente dos resultados observados para
arqueas, onde somente 7 géneros foram encontrados. Em virtude desta
quantidade de géneros microbianos detectados (principalmente
bacterianos), testes estatisticos foram realizados a fim de demonstrar
uma relacdo consistente a respeito da abundancia e diversidade dos
géneros encontrados. O conceito de abundancia refere-se a concentragéo
de determinadas espécies pelo nimero total de individuos (micro-
organismos) na amostra e, a diversidade relaciona-se com o nimero total
de espécies observadas em uma determinada amostra. Os testes
estatisticos foram realizados utilizando o programa EstimateS®
(Statistical Estimation of Species Richness and Shared Species from
Samples) e os dados de entrada foram elaborados em forma de matrizes,
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correlacionando o nimero de géneros microbianos com a incidéncia em
que foram observados em cada uma das amostras analisadas
(COLWELL, 2009).

Para a estimativa da abundancia foram conduzidos testes pelo
método Chao 1 e ACE (Abundance-based Coverage Estimator) e, para
avaliar o indice de diversidade microbiana, o indice de Shannon foi
utilizado. Os estimadores de abundancia Chao 1 e ACE séo apropriados
para um conjunto de dados onde a maioria das sequéncias
correspondentes a um género especifico possui baixa incidéncia. O
estimador Chao 1 baseia-se no nimero absoluto de espécies presentes
em uma comunidade e leva em consideracdo a incidéncia de espécies
raras (entre 1 a 10 sequéncias por género microbiano) nas amostras. O
estimador ACE possui o diferencial de permitir que o pesquisador
determine os limites para os quais uma espécie é considerada rara (ex:
de 1 a 3 sequéncias por género microbiano). O indice de diversidade
Shannon considera igual o peso entre espécies raras e abundantes e
quanto maior for o valor de Shannon, maior sera o indice de diversidade.
A maioria dos valores de Shannon concentra-se normalmente entre 1 e
zero, portanto valores mais proximos a 1 representam uma maior
diversidade das comunidades nas amostras analisadas (COLWELL e
CODDINGTON, 1994).
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TABELA 7.10. Testes estatisticos com estimadores de abundancia e
indices de diversidade encontrados nas amostras de bactérias e arqueas,
em diferentes periodos amostrais.

AMOSTRAS EST'M§$ORES INDICE DE
baff’é:ias SEQUENCIAS | ABUNDANCIA DIVERSIDADE
A = arqueas) CHlAO ACE SHANNON
Bt=0ano 839 11,74 | 12,02 0,40
Bt=0,3 ano 1678 17,27 | 17,71 0,32
Bt=0,7 ano 2517 2047 |21,11 0,27
Bt=1,0 ano 3356 2255 | 23,11 0,18
B t= 1,4 anos 4195 2421 | 24,63 0,13
B t= 1,6 anos 5034 26 26,35 0,00
At=0ano 346 3,02 3,36 0,21
At=0,3ano 69 4,68 5,24 0,26
At=0,7 ano 1038 5,93 6,42 0,34
At=1,0ano 1385 6,59 6,85 0,32
At=1,4anos 1731 6,98 7,11 0,29
At=1,6 anos 207 7 7 0,26

Com relacdo a abundancia dos géneros bacterianos encontrados
percebe-se que, pelo aumento dos valores dos estimadores ChaO 1 e
ACE, as sequéncias de DNA correspondentes passaram a ser
encontradas em maior abundéncia nos periodos amostrais que
sucederam a liberacdo dos contaminantes. Ja os indices de diversidade
passaram a reduzir apds a exposi¢do dos micro-organismos nativos aos
contaminantes. A andlise dos géneros de arqueas revelou um
comportamento semelhante, uma vez que os estimadores de abundancia
também passaram a aumentar apos a liberacdo. O indice de diversidade
de arqueas sugere que, até 0,7 ano houve um aumento na diversidade de
argqueas na area experimental, porém, a partir de 1,0 ano a diversidade
passou a reduzir, possivelmente pela predominéncia de determinados
géneros mais adaptados as condigdes que se estabeleceram no ambiente.
Assim, 0 aumento nos estimadores de abundancia e diminuicdo da
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diversidade ao longo do tempo sugerem que a exposicdo aos
contaminantes e ao acetato de amonio exerceu uma pressao seletiva
sobre as comunidades microbianas, alterando sua composicéo e fazendo
com que determinados géneros se tornassem predominantes em relacéo
a outros. Tais observacgdes sdo condizentes com outros estudos em que a
presenca de contaminantes organicos resultou na diminuicdo da
diversidade microbiana e predominancia de espécies com capacidade de
adaptagdo e de utilizar estes compostos como substratos (FAHY et al.,
2005; ROLING et al., 2002; JUCK et al., 2000; ROONEY-VARGA et
al., 1999).

Para a compreensdo da evolucéo filogenética, influenciada pela
presenca dos substratos organicos e processos geoquimicos decorrentes
no sistema, a andlise da abundancia relativa (%) dos géneros
microbianos foi apresentada (FIGURAS 7.17 e 7.18) e foi relacionada
aos processos metabolicos aos quais 0S micro-organismos estdo
associados.

FIGURA 7.17. VariagBes das comunidades de bactérias (em nivel de género) na
fonte de contaminacédo, ao longo do tempo, com destaque (em cinza) para 0s
géneros mais abundantes.
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Os resultados de pirosequenciamento demonstraram variacfes
dos géneros bacterianos ao longo do tempo. Logo apds a liberagdo do
B20 (0,3 ano), foi observada a predominancia dos géneros Burkholderia
spp. e Geobacter spp. (pertencentes as classes f e o-Proteobacteria,
respectivamente), sendo que este Gltimo permaneceu dominante durante
todo o periodo do experimento, juntamente com Desulfitobacterium spp.
(pertencente a classe Clostridia). Com relagdo a atividade metabdlica
destes micro-organismos, a presenca de Burkholderia spp. ja foi
observada em consorcios microbianos capazes de degradar compostos
mono e poliaromaticos, assim como metil-ésteres (MORLETT-
CHAVEZ et al., 2009; O’SULLIVAN et al., 2005; PHILIPPE et al.,
2001), o que pode justificar sua abundancia neste periodo. Apesar de
este género bacteriano ter sido significativamente reduzido nos periodos
subsequentes, possivelmente em fungdo da dominancia de outros
géneros, permaneceu sendo detectado até o Ultimo periodo de
monitoramento (1,6 anos), 0 que sugere sua participagdo nos processos
de degradacao.

Sequéncias de DNA correspondentes ao género Geobacter spp.
foram encontradas de maneira abundante em todos os eventos amostrais,
demonstrando a dominéncia deste género. Sua incidéncia durante o
experimento demonstra que pode ter sido um dos principais géneros
responsaveis pela observada degradacdo dos compostos do B20, uma
vez que é notoria a capacidade que Geobacter spp. possui em conduzir a
degradagdo anaerdébia de diversos compostos organicos e aromaticos
(KLEINSTEUBER et al., 2012). Adicionalmente, outros estudos ja
observaram a predominancia de Geobacter spp., especialmente em
ambientes com disponibilidade de acetato (KIELY et al., 2011;
PILLONI et al., 2011; CALLISTER et al., 2010), como é o caso do
presente experimento. Apesar de Geobacter spp. ter sido predominante,
ndo foi o Unico micro-organismo frequentemente encontrado, tendo sido
acompanhado pela presenca de Desulfitobacterium spp.. Este género
bacteriano, pertencente a familia Peptococcaceae (filo Clostridia), trata-
se de um micro-organismo estritamente anaerébio, comumente
observado em ambientes contaminados com BTEX e compostos
halogenados, capazes de conduzir as reacdes de degradacdo utilizando
uma variedade de receptores de elétrons anaerébios (VILLEMUR et al.,
2006; KUNAPULLI et al., 2010). Membros da familia Peptococcaceae ja
foram reportados como micro-organismos naturalmente presentes no
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ambiente subsuperficial e, capazes de atuar em cooperagdes sintroficas
com outros membros nas reacGes de degradacdo de compostos
aroméaticos (KUNAPULI et al., 2007). Além disso, consorcios
microbianos compostos por membros das familias Peptococcaceae e J-
Proteobacteria ja foram observados em ambientes com contaminantes
organicos (IMACHI et al., 2006).

Os géneros Janthinobacterium spp., Ralstonia spp.,
Pseudomonas spp. e Geobacillus spp. apesar de possuirem capacidade
metabdlica para degradar contaminantes organicos, costumam se
desenvolver em ambientes microaerébios (NAZINA et al., 2001;
BODOUR et al., 2003; HABE e OMORI, 2003; SHIM et al, 2005;
LIMA et al., 2012), o que justifica a presenca destes micro-organismos
somente no inicio do experimento e fornece evidéncias de que ndo
participaram ativamente dos processos de degradacdo. O filo
Acidobacterium (géneros Gp 1, 3, 13 e 23 spp.) foi observado ao longo
do experimento e é composto por micro-organismos adaptados a
condigdes anaerdbias e capazes de crescer em ambientes com baixos
valores de pH (entre 4,5 e 6) (GEISSLER et al., 2009; WARD et al.,
2009; BRUCE et al., 2010), sendo estas as faixas de pH observadas
durante o periodo de monitoramento deste experimento (FIGURA 7.6).
Apesar de alguns estudos terem observado a possibilidade de estes
géneros utilizarem intermediarios metabdlicos (benzoato e acetato)
como substrato (WARD et al., 2009; LI et al., 2011), sua participacdo
nos ciclos biogeoguimicos ainda nao foi elucidada (NAETHER et al.,
2012). Os géneros Geothrix spp. e Holophaga spp. (ambos pertencentes
a classe Holophagae) sdo organismos estritamente anaerébios,
filogeneticamente semelhantes e suas atividades metabdlicas estdo
relacionadas com a fermentagcdo de diversos compostos organicos,
principalmente acetato. Geothrix spp. é comumente observado em
processos de ferro-redugdo (COATES et al., 1999; NEVIN e LOVLEY,
2002) e, Holophaga spp. é classificado como uma bactéria
homoacetogénica, capaz de degradar &cidos graxos de cadeia curta e
compostos aromaticos (CHAUHAN e OGRAM, 2006; LIESACK et al.,
1994). Conforme observado (FIGURA 7.17), a presenga de Geothrix
spp. passou a ser detectada a partir de 0,7 ano ap6s a liberacgdo,
coincidindo com o periodo em que ocorreu a degradacdo dos BTEX, ja 0
género Holophaga spp. foi observado somente nos Ultimos eventos
amostrais e em baixa abundancia relativa (0,5%). Em virtude de ja ter
sido observado que arqueas metanogénicas podem competir com
bactérias homoacetogénicas por substratos como H,
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(KOTSYURBENKO et al., 2001) e, a julgar pela predominancia de
arqueas metanogénicas nos 3 Ultimos periodos amostrais, tal inibicao
poderia justificar a baixa incidéncia deste género microbiano no
experimento.

A presenca dos géneros Microvirgula spp., Nevskia spp. e
Curvibacter spp., constituidos por micro-organismos microaerébios
(PATUREAU et al., 1998; DING e YOKOTA, 2010; LEANDRO et al.,
2012) e, observada somente ao final do experimento, sugere que em
virtude de a concentracdo dos contaminantes (substratos) na agua
subterranea ja ter sido significativamente reduzida no periodo 1,6 anos
(na fonte de contaminagdo) e, pelo fato de que neste periodo as injecbes
de acetato de aménio ja haviam sido interrompidas, zonas microaerébias
podem ter se estabelecido pela diminuicdo da demanda bioquimica de
oxigénio, propiciando o0 crescimento destes micro-organismos
microaerébios no experimento. O género Nitrospira spp., é também
constituido por micro-organismos microaerébios associados a processos
de nitrificacio (BLACKBURNE et al., 2007), porém sua baixa
incidéncia e presenca intermitente na area experimental inviabilizou a
compreensdo da contribuicdo deste género bacteriano nos processos
subsuperficiais.

Outros géneros microbianos foram observados como
Clostridium 1l spp. (familia Ruminococcaceae, classe Clostridia) e
Anaeromyxobacter spp. (familia Cystobacteraceae, classe d-
Proteobacteria). Clostridium 11l spp. é definido como um grupo de
micro-organismos estritamente anaerébios e capazes de degradar
substratos organicos (COLLINS et al., 1994; SUN et al., 2012). Os
micro-organismos pertencentes a este género ja foram observados em
ambientes com alta carga organica e costumam participar das reagdes de
hidrélise dos compostos orgénicos complexos, como AGCL (DYKE e
McCARTHY, 2002; HATAMONO et al.,, 2007; PEREYRA et al.,
2010). A presenca deste género foi observada a partir de 0,7 ano,
coincidindo com o inicio da degradacdo dos BTEX, e, considerando que
este género estd associado a degradacdo dos ésteres do biodiesel e que
estes sdo degradados preferencialmente em relacdo aos compostos
aromaticos, a presencga de Clostridium Ill em 0,7 ano e a evidéncia de
degradacdo dos BTEX neste mesmo periodo sdo fatos inter-relacionados
que sugerem que em 0,7 ano os ésteres do biodiesel ja haviam sido
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consideravelmente degradados, consequentemente permitindo a
ocorréncia de degradacdo dos BTEX. Com relacdo ao género
Anaeromyxobacter spp., apesar de atuar em condicGes anaerdbias, ser
capaz de utilizar compostos como acetato (TREUDE et al., 2003; HE e
SANFORD, 2004) e ter sido encontrado no experimento, seu
crescimento estd mais fortemente associado a utilizacdo de compostos
organicos halogenados (SANFORD et al., 2002), por este motivo,
acredita-se que sua relevancia aos processos de degradagdo decorrentes
no presente estudo tenha sido limitada.

Os géneros Desulfovirga spp., Desulfovibrio spp. e
Desulfomonile spp., pertencentes a classe &-Proteobacteria (familias
Syntrophobacteraceae, Desulfovibrionales e Syntrophaceae,
respectivamente.) compreendem grupos de  micro-organismos
anaerobios capazes de participar de reacOes de degradacdo de &cidos
graxos de cadeia longa (AGCL) (SOUSA et al., 2009; SOUSA et al.,
2007) e compostos aromaticos, como benzeno e tolueno (ALLEN et al.,
2008; WINDERL et al., 2010; SUN e CUPPLES, 2011), em relagdes
sintroficas com outros micro-organismos, como por exemplo, arqueas
metanogénicas (SCHOLTEN et al.,, 2007; SOUSA et al., 2007) e
Geobacter spp. (CORD-RUWISCH et al., 1998). Dentre estes géneros,
0 mais abundante foi Desulfovibrio spp., tendo sido encontrado em
todos os periodos que sucederam a liberacdo do B20. Diante destas
observacOes e do que ja foi reportado na literatura, acredita-se que 0s
micro-organismos deste género tenham desempenhado um papel
importante na degradacdo dos AGCL e compostos aromaticos do B20.
Adicionalmente, a capacidade deste micro-organismo em utilizar H,
como substrato j& foi anteriormente observada (LEE e ZINDER, 1988;
BARIK et al., 1985), o que torna este género ainda mais relevante para
0S processos, uma vez que o acUmulo de hidrogénio no meio pode inibir
a degradacdo dos compostos aromaticos. Dentro do contexto de
sintrofia,  diversos  estudos observaram que 0s  géneros
Desulfosporosinus spp. e Pelotomaculum spp., ambos pertencentes a
familia Peptococcaceae (classe Clostridia), atuam em processos
sintréficos de degradacdo de compostos orgdnicos como Aacidos
organicos, AGCL e BTEX (JONES et al., 2010; McINERNEY et al.,
2009; WALKER et al., 2009; WORM et al., 2011; SIEBER et al., 2012).
A deteccdo de sequéncias de DNA correspondentes a Desulfosporosinus
spp. e Pelotomaculum spp. no experimento a partir da liberacdo do B20,
forneceu evidéncias de que tais processos podem ter ocorrido na area



129

experimental e favorecido a rapida degradacdo dos BTEX observada em
0,7 ano apds a liberacdo do B20.

FIGURA 7.18. VariagBes das comunidades de arqueas (em nivel de género) na
fonte de contaminacdo, ao longo do tempo.
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Ap6s avaliar o0s géneros bacterianos encontrados neste
experimento e suas atividades metabolicas, os resultados da analise de
géneros de arqueas foram discutidos, a fim de complementar a andlise
das comunidades microbianas e demonstrar as alteragdes que ocorreram
em sua composicao apds a exposicao aos contaminantes e as injecdes de
acetato de amdnio. Apesar de a variagdo das comunidades de arqueas ter
sido consideravelmente inferior (somente 7 géneros), é fundamental para
a compreensdo do processo que estes géneros sejam discutidos, visto
que possuem divergéncias com relagdo a sua atividade metabdlica.
Foram encontrados os géneros Thermoprotei spp., Methanosaeta spp.,
Methanosarcina spp., Methanospirillum spp., Methanoregula spp. e
géneros ndo identificados pertencentes a familia Methanosarcinaceae. E
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importante comentar que o genoma de alguns géneros de arqueas ainda
ndo foi completamente sequenciado e por isso, apesar de serem
caracterizados como arqueas, sua taxonomia nao foi definida.

Analisando as altera¢fes nas comunidades de arqueas, observa-
se a auséncia destas nas amostras que antecederam a liberacdo do B20 e
as injecdes acetato de aménio, o que é coerente com as condicdes
geoquimicas do meio durante este periodo e, com a auséncia de
contaminantes organicos na agua subterrdnea. J& no primeiro evento
amostral ap6s a liberagdo do B20, foi demonstrada a presenca do género
Thermoprotei spp. (filo Crenarqueota), o qual é composto por micro-
organismos anaerdbios e termdfilos, com temperaturas Otimas de
crescimento variando de 50°C até 100°C (WAGNER et al., 2008). No
entanto, a maxima temperatura detectada na agua subterranea foi de
27°C e, 0 desenvolvimento deste género em ambientes cujas condi¢Ges
ndo sdo favoraveis ao seu crescimento pode ser justificado pelos
seguintes motivos: i) podem ter sofrido dispersdo e estar somente
presentes, ndo necessariamente se desenvolvendo na érea ou; ii) podem
ter detectado zonas com temperaturas mais elevadas que se estabelecem
em locais onde ha processos de biodegradacao, as quais podem permitir
seu crescimento temporario no local (ENGLE et al., 1996).

No segundo periodo amostral, a presenca de Thermoprotei spp.
foi observada juntamente com micro-organismos membros da familia
Methanosarcinaceae e nos periodos subsequentes 0 género
Methanosarcina spp. se tornou predominante na area, conforme
observado também em outros estudos (ZHANG et al., 2012). O género
Methanosarcina possui caracteristicas metab6licas muito versateis, uma
vez que é capaz de consumir diversos substratos utilizando as 3 rotas
metabolicas existentes para producdo de metano; metanogénese
hidrogenotrofica, acetoclatica e metilotrofica® (GALAGAN et al., 2002;
LIU e WHITMAN, 2008), atuando em sintrofia com micro-organismos
acetogénicos e acetotroficos (SCHINK, 1997; McINERNEY et al.,
2008; KLEINSTEUBER et al., 2012). Os principais géneros de arqueas
encontrados em ambientes com disponibilidade de acetato sdo

® A metanogénese metilotréfica se refere & conversio de substratos como
metanol e metilaminas em metano e, normalmente, CO,. O metano é produzido
a partir da reducéo de um dos grupos metilicos utilizando os elétrons obtidos na
oxidacdo dos outros radicais metilicos a CO,. Esta via ndo é relevante para os
processos de degradacdo dos compostos estudados neste trabalho.
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Methanosaeta spp. e Methanosarcina spp. (LIU e WHITMAN, 2008).
Em ambientes onde a disponibilidade de acetato é limitada, o género
Methanosaeta spp. normalmente se torna dominante, uma vez que sua
demanda necessaria de acetato para assimilacdo e producdo de energia é
inferior (5-20 UM ou 0,3-1,2 mg.L") & demanda requerida por
Methanosarcina spp. (ImM ou 59 mg.L™) (SMITH e IGRAM-SMITH,
2007). No entanto, em virtude dos micro-organismos do género
Methanosarcina possuirem uma taxa de crescimento superior (SMITH e
IGRAM-SMITH, 2007), capacidade de operar trés rotas metabolicas
distintas, se desenvolver em ambiente com baixos valores de pH
(FLORENCIO et al., 1993; KOTSYURBENKO et al., 2007) e, pelo fato
de na area experimental ter havido uma disponibilidade continua de
acetato até 1,4 anos (> 59 mg.L™), tais fatos justificam a predominancia
deste género até o final do periodo de monitoramento e indicam que
tenha sido o principal responsavel pela conducdo das reacdes
metanogénicas no experimento. Os resultados da presenca de
Methanosaeta spp. corroboram com esta discussdo, uma vez que este
género parece ter sido inibido pela presenga de Methanosarcina spp.,
dada as condicGes favoraveis para este género em detrimento daquele,
sendo Methanosaeta spp. detectada em baixa abundancia (0,34 e 0,44%)
nos periodos em que sua presenca foi observada. Em outros ambientes
metanogénicos, como reatores anaer6bios dentre os géneros de arqueas,
Methanosaeta spp. demonstrou ser predominante (LECLERC et al.,
2004; DIAZ et al., 2006; MA et al., 2006; GOBERNA et al., 2009;
RIVIERE et al., 2009). Nestes reatores, as condicBes de pH sdo
normalmente mais elevadas (proximas da neutralidade) e a
disponbilidade de substratos orgénicos € diferente das condigdes
observadas em aquiferos contaminados com hidrocarbonetos de
petrleo, onde a predominancia deste género ndo foi observada
(KLEIKEMPER et al., 2005). A maior afinidade que Methanosaeta spp.
possui por acetato, quando comparada ao género Methanosarcina spp.,
pode justificar sua predominancia nestes reatores, onde a disponibilidade
deste composto é limitada (DIAZ et al., 2006; MA et al., 2006).

Outro género de arqueas encontrado na area experimental, ainda
gue em menor abundancia, porém importante para a compreensao dos
processos decorrentes no ambiente subsuperficial refere-se a
Methanospirillum spp., o qual é composto por micro-organismos
metanogénicos hidrogenotroficos, capazes de utilizar também formato e
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diéxido de carbono como substrato (WORM et al., 2011; CHAUAN e
OGRAM, 2004; BARIK et al., 1985; FERRY et al.,, 1974), porém
incapazes de utilizar compostos como acetato, piruvato, metanol, etanol
e benzoato em seu metabolismo (FERRY et al., 1974). Da mesma
forma, a presenca do género Methanoregula spp., o qual também trata-
se de um micro-organismo metanogénico que utiliza somente H, e CO;,
como substratos, sendo incapaz de utilizar acetato, etanol, metanol e,
inclusive formato (BRAUER et al., 2011), foi observada nos mesmos
periodos amostrais. Diante disso, a presenca destes géneros fornece
evidéncias de que metabolitos como hidrogénio podem ter sido
produzidos na area experimental durante a etapa acetogénica, 0 que por
sua vez permitiu e estimulou o desenvolvimento de ambos, conforme
observado em outro estudo (SAKAI et al., 2009). A presenca destes
géneros representa um potencial bioquimico para impedir o acimulo de
hidrogénio na area experimental, o qual pode ocasionar limitacdes
termodindmicas no sistema e desfavorecer a degradacdo dos
contaminantes. Por fim, o género Thermogymnomonas spp., assim como
Thermoprotei spp., ndo possui capacidade de produzir metano, tratando-
se de um micro-organismo terméfilo e acidofilo (ITOH et al., 2007). A
julgar por sua baixa incidéncia na area experimental e por suas
propriedades metabdlicas, acredita-se que o género Thermogymnomonas
spp. ndo foi relevante e nem participativo nos processos de degradacédo
dos contaminantes.

Para finalizar as observagBes do perfil das comunidades
microbianas encontradas nos diferentes periodos do experimento, é
possivel concluir que apesar de os géneros bacterianos terem
demonstrado uma redugdo em termos de diversidade ao longo do tempo,
0S micro-organismos que se desenvolveram no experimento estiveram,
de alguma forma, associados aos processos de degradacdo dos
componentes do B20. O mesmo ocorreu com as arqueas, havendo um
predominio dos géneros com capacidade metanogénica, no mesmo
periodo (a partir de 0,7 ano) em que foi observado o decaimento das
concentragBes dos substratos organicos e a concomitante producdo de
metano.

Com relagdo a sucessdo ecologica, 0s  géneros
Desulfitobacterium spp., Geobacter spp. e Methanosarcina spp. foram
claramente predominantes no experimento, especialmente apo6s a
liberagdo dos contaminantes. Em virtude de estes 3 géneros serem
capazes de atuar em relagGes sintrdficas, é plausivel que este tipo de
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relacdo possa ter ocorrido entre eles. Sabe-se que Methanosarcina spp. é
comumente observada em cooperagdes sintréficas com outros micro-
organismos, uma vez que arqueas metanogénicas ndo sdo capazes de
conduzir a degradacdo de compostos organicos complexos, sendo
necessdria a presenca de micro-organismos que atuem nas etapas
antecedentes até que 0s contaminantes sejam convertidos em substratos
para metanogénese, como acetato e hidrogénio.

O crescimento fortemente associado entre Geobacter spp. e
Desulfitobacterium spp. e 0 consumo dos mesmos subtratos ja foi
observado por outros autores (SMITH et al., 2012; KUNAPULI et al.,
2007). Embora a atuacdo sintrofica de Geobacter spp. ndo tenha sido
completamente elucidada, recentemente, foi observada uma associagao
sintréfica entre Geobacter spp. e Methanosarcina spp., onde a
transferéncia de elétrons foi operada por mecanismos alternativos, tendo
sido conduzida via minerais de éxido de ferro (KATO et al., 2012).
Levando em consideragdo a dominéncia destes 3 géneros no
experimento, suas atividades metabélicas e o crescimento fortemente
associado entre estes, a hipétese de uma relagdo sintréfica deve ser
considerada (FIGURA 7.19).



134

FIGURA 7.19. Abundéancia relativa dos géneros microbianos predominantes e,
possivelmente em relagdes sintroficas, encontrados na area experimental ao
longo do tempo.
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Analisando o perfil da abundancia relativa destes 3 géneros,
independente dos outros géneros encontrados, observa-se que
Desulfitobacterium spp. e Geobacter spp. além de serem micro-
organismos naturalmente presentes na area experimental, parecem ter
participado ativamente dos processos iniciais de degradacdo dos
contaminantes, corroborando com estudos que observaram a capacidade
destes micro-organismos em degradar compostos aromaticos em
anaerobiose (KUNAPULLI et al., 2010). A partir do momento em que a
degradagdo dos contaminantes (compostos orgéanicos complexos) iniciou
na area (0,7 ano), os metabdlitos produzidos nesta reagdo passaram a
atuar como substratos para a metanogénese, estimulando o crescimento
de Methanosarcina spp. nos periodos subsequentes. Acredita-se
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também, que em virtude da alta afinidade de Geobacter spp. e
Desulfitobacterium spp. por acetato, Methanosarcina spp. possivelmente
conduziu as reagBes metanogénicas, principalmente pela via
hidrogenotréfica. Adicionalmente, em ambientes contaminados com
derivados de petréleo, a metanogénese hidrogenotréfica demonstrou
predominar sobre a rota acetoclastica (DOLFING et al., 2008). Portanto,
sugere-se que a degradacdo dos contaminantes foi favorecida pelo
estabelecimento de relagdes sintréficas entre Geobacter spp. e
Desulfitobacterium spp. com Methanosarcina spp., onde 0s metabélitos
de degradacdo produzidos nas etapas anteriores sdo consumidos por este
género de arquea, evitando que limitagdes termodindmicas fossem
desencadeadas no sistema.

Os processos de degradacdo de substratos organicos complexos
necessitam da participagdo de diversos micro-organismos com
atividades metabdlicas distintas, para que 0s substratos presentes
inicialmente e biotransformados possam ser degradados. As reagdes
catalisadas por micro-organismos sintréficos sdo, em muitos casos,
termodinamicamente desfavoraveis (SCHINK, 1997). Estas reagdes
somente se tornam favordveis na presenca de outros micro-organismos
que atuam em parceria consumindo metabolitos capazes de desencadear
limitagGes termodindmicas e, permitindo que as reagdes de degradacdo
procedam em etapas sequenciais. Diante disso, a avaliacdo das
limitacGes termodindmicas na area experimental é fundamental para a
compreensdo da dindmica da degradacdo dos contaminantes no
ambiente subsuperficial, uma vez que pode influenciar na continuidade
do processo de biodegradacéo.
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74 AVALIACAO DAS LIMITACOES TERMODINAMICAS
IMPOSTAS PELO ACUMULO DE METABOLITOS DE
DEGRADAGAO DO B20

A biodegradacdo dos contaminantes foi observada em
condigdes predominantemente anaerébias durante todo o periodo do
experimento e as reagdes foram mediadas por diversos micro-
organismos. Considerando que tais reacBes sdo termodinamicamente
desfavoraveis e dependem de cooperacdes sintroficas para proceder,
calculos termodinamicos foram realizados para as reacdes relevantes
para compreensdo dos processos que ocorreram no ambiente
subsuperficial. As reacdes se referem as rotas anaertbias de
biodegradacdo dos contaminantes presentes no B20. Conforme
mencionado anteriormente, estas reagdes podem ser conduzidas por
diversas rotas bioquimicas, dependendo dos micro-organismos atuantes
no processo. Os principais micro-organismos encontrados neste
experimento foram Desulfitobacterium spp., Geobacter spp. e
Methanosarcina spp. e, portanto, as rotas bioquimicas de degradacdo
operadas por estes micro-organismos foram consideradas nos calculos
termodindmicos (TABELA 7.11).

Os micro-organismos encontrados neste estudo podem degradar
0s BTEX e HPAs, em anaerobiose, via oxidagdo sintréfica do acetato,
metanogénese acetoclastica e hidrogenotréfica (GALAGAN et al., 2002;
HATTORI, 2008; HEIDER e FUCHS, 1997) e, para avaliar a
viabilidade termodindmica destas reaces, os valores de energia livre de
Gibbs nas condi¢des padrao foram disponibilizados. Os valores de AG
se referem a quantidade de energia liberada ou necessaria para uma
reacdo de conversdo quimica, sendo que quando ha liberacdo de energia
a reacdo ¢ denominada exergdnica (valores de AG negativos), enquanto
que a reacdo que requer energia é definida como endergonica (valores de
AG positivos). Para representar as reagcdes dos BTEX, o célculo foi
conduzido com benzeno, visto que dentre 0s compostos BTEX, este ird
determinar a necessidade de acGes corretivas em virtude de sua
caracteristica mais recalcitrante, quando comparada aos outros BTEX, e
de seu potencial carcinogénico (US EPA, 1998). Para representar as
reacGes dos HPAs, o naftaleno foi utilizado por ser o composto mais
solavel dos policiclicos aromaticos (item 5.2, TABELA 5.5).



TABELA 7.11. ReacOes de degradacdo anaerdbia de benzeno e naftaleno, via oxidacéo sintrofica do acetato e
rotas metanogénicas com seus respectivos valores AG°’ de reacéo.

Reacdes de degradacéo de benzeno e naftaleno via oxidacdo sintréfica do acetato e AG°’reacio
rotas metanogénicas (kj.mol™)

(1) Fermentagdo do benzeno via oxidacdo sintréfica do acetato (OSA):

(1.1) CeHs + 6H,0 — 3CH3COO + 3H™ + 3H, (fermentagio) +70,73

(1.2) 3CH3;COO" + 3H™ + 6H,0 — 12H; + 6CO, (OSA) +284,754

(1.3) 15H, + 3,75C0O, — 3,75CH,4 + 7,5H,0 (metanogénese hidrogenotrofica) -490,30

Soma das reagdes: CgHg + 4,5 H,O — 3,75CH,4 + 2,25C0O, -134,82
(2) Fermentacdo do benzeno via rotas metanogénicas:

(2.1) CgHs + 6H,0 — 3CH3COO" + 3H" + 3H, (fermentagio) +70,73

(2.2) 3CH3COO" + 3H" — 3CH,4 + 3CO; (metanogénese acetoclastica) -107,49

(2.3) 3H, + 0,75C0O, — 0,75CH4 + 1,5H,0 (metanogénese hidrogenotréfica) -98,06

Soma das reagdes: CgHg + 4,5H,0 — 3,75CH, + 2,25C0O, -134,82
(3) Fermentagdo do naftaleno via oxidacdo sintréfica do acetato (OSA):

(3.1) CyoHg + 10H,0 — 5CH3COO™ + 5H"+ 4H, (fermentac&o) +101,12

(3.2) 5CH3COO" + 5H+ 10H,0 — 10CO; + 20H, (OSA) +474,59

(3.3) 24H, + 6CO, — 6CH, + 12H,0 (metanogénese hidrogenotrdfica) -784,48

Soma das reagdes: CioHs +8 H,0 — 6CH,4 + 4CO; -291,75
(4) Fermentagdo do naftaleno via rotas metanogénicas:

(4.1) CyoHg + 10H,0 — 5CH3COO™ + 5H"+ 4H, (fermentac&o) +101,12

(4.2) 5CH3;COO" + 5H" — 5CH, + 5CO, (metanogénese acetoclastica) -179,14

(4.3) 4H, + 1CO, — 1CH, + 2H,0 (metanogénese hidrogenotréfica) -130,75

Soma das reagdes: CioHs +8H,0 — 6CH4 + 4CO; -291,75

Nota. O valor de AG®f referente ao naftaleno foi obtido em Dolfing et al. (2009) e os valores de AG°f referentes aos
restantes compostos foram obtidos em Thauer et al.(1977). Os célculos de AG® foram realizados considerando as
condi¢es padréo (pH =7, 25°C, 1 M concentracdo de soluto e pressdo parcial = 1 atm).

LET
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Conforme as reacGes de degradacdo do benzeno e naftaleno
disponibilizadas na TABELA 7.11, observa-se que determinadas
reacOes, principalmente as que ocorrem por meio da rota de oxidacdo
sintrofica do acetato (OSA) sdo endergbnicas. Isto se deve pela alta
produgdo de H, no meio, o qual ¢ amplamente reconhecido como
inibidor termodinamico de reacGes de degradacdo de compostos
organicos em ambientes anaerébios (DOLFING et al., 2008; DOLFING
et al., 2009; HEIMANN et al., 2010; STAMS e PLUGGE, 2010; KATO
e WATANABE, 2010; RAKOCZY et al., 2011). O acimulo de H; no
sistema faz com que os valores de AG tornem-se positivos, impedindo a
continuidade dos processos de degradacdo. Portanto, tais reacdes sO
poderdo proceder na presenca de micro-organismos capazes de consumir
este hidrogénio, como é o caso de arqueas metanogénicas que o
consomem e produzem metano e agua, utilizando dioxido de carbono
como receptor de elétrons (TABELA 7.11; reacdes 1.3; 2.3; 3.3e 4.3). E
importante mencionar que uma pressio parcial de hidrogénio de 10
atm € o minimo necessario para sustentar a atividade das arqueas
metanogénicas no sistema. Segundo Zehnder (1978), as relagdes
sintréficas entre micro-organismos fazem com que a pressdo parcial do
hidrogénio seja mantida entre 10 e 10° atm, sendo estas as faixas
plausiveis de serem encontradas em aquiferos anaerdbios
(KOTELNIKOVA e PEDERSEN, 1997; HEIMANN et al. 2010).

Outro fator igualmente capaz de impor limitagdes
termodindmicas no aquifero é a produgdo excessiva de acetato, visto que
este € um metabdlito de degradacdo que pode ser produzido por diversas
rotas de degradacdo de contaminantes organicos, sendo comumente
observado em sistemas metanogénicos. Da mesma forma como ocorre
com hidrogénio, o acimulo de acetato pode reduzir a viabilidade
termodindmica por tornar as reacbes ainda mais endergdnicas,
impedindo a continuidade das etapas subsequentes. Em experimentos de
laboratério (DOLFING et al., 2009; RAKOCZY et al., 2011) e de
campo (CORSEUIL et al., 2011a; CHIARANDA, 2011) a presenca de
acetato exerceu influéncia sobre o processo de degradacdo dos
compostos  organicos, sendo capaz de estabelecer limitagOes
termodindmicas que, consequentemente, retardaram a atenuacdo dos
contaminantes organicos.

Diferentes concentracdes de acetato foram reportadas como
inibidoras dos processos de degradacdo. Rakoczy et al. (2011),
observaram que 17,7 mg.L™ (0,3 mM) de acetato desencadearam
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limitacdes termodindmicas e inibiram, de forma reversivel, a degrada¢éo
do benzeno. J& em um experimento de campo com misturas de gasolina
e etanol, concentragbes > 64 mg.L" de acetato inibiram
termodinamicamente a degradacdo dos BTEX (CORSEUIL et al.,
2011a). Em um experimento de campo com biodiesel B100, calculos
termodinamicos demonstraram que concentracBes de 120 mg.L™ de
acetato poderiam causar inibi¢cbes termodinamicas nas reagdes de
degradacdo dos ésteres do biodiesel e, para que tais reacdes se tornassem
exergdnicas, a concentracio de acetato deveria ser reduzida a 40 mg.L™
(CHIARANDA, 2011). Diante destas observacdes, a faixa de
concentracdo considerada inibitdria ndo pode ser generalizada, visto que
as condicBes especificas da area experimental (pH, temperatura,
concentracdo dos contaminantes, etc.) sdo relevantes para os calculos e
podem influenciar nos fatores considerados termodinamicamente
restritivos.

Apesar de Chiaranda (2011) ter observado que concentragdes de
120 mg.L™ de acetato seriam termodinamicamente inibitorias para a
degradagdo dos ésteres do biodiesel e, que em 0,4 ano a concentragdo de
acetato na fonte de contaminacéo (nivel = 2m) no presente experimento
foi de 131 mg.L™, tal concentracdo poderia também ter desencadeado
limitagcGes termodindmicas & reacdo de degradacdo dos ésteres do
biodiesel, uma vez que as condi¢Ges dos sistemas foram semelhantes
(pH = 4,5; temperatura de 25°C; concentragdo de acetato ~ 130 mg.L™ e
concentragcbes dos ésteres de biodiesel equivalentes a solubilidade
efetiva correspondente na agua subterranea).

Conforme as observacgdes de Wolin e Miller, (1982), a produgéo
de &cidos organicos volateis, como acido propidnico e butirico, trata-se
de uma rota alternativa de degradacdo, sendo operada somente quando
hé& acimulo de hidrogénio no sistema, uma vez que a rota acidogénica
produz menos hidrogénio (TABELA 7.12) do que as rotas acetogénicas
(TABELA 5.8, item 5.10).
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TABELA 7.12. Rotas acidogénicas representadas pelo consumo de
propionato e butirato para producdo de acetato e hidrogénio.

Rotas acidogénicas para producdo de acetato e hidrogénio
Propionato:

CH3CH,CH,COO" + 2H,0 — 2CH3CO0 ™ + H™ + 2H,
Butirato:

CH;CH,COO" + 2H,0— CH;COO™ + CO, + 3H,

A concentracdo de &cidos organicos volateis (AOVs) analisados
neste trabalho, com excecdo do &cido acético, foi observada em
concentracdes maximas de 1 mg.L™ em todos os periodos e para todos
os acidos analisados neste trabalho, fornecendo indicios de que as rotas
alternativas para producdo de menores concentracdes de hidrogénio ndo
foram utilizadas. Em sistemas onde 0s micro-organismos
hidrogenotréficos ndo sdo capazes de consumir o hidrogénio na mesma
taxa em que é produzido, a rota acidogénica representa uma alternativa
para producdo de menores concentragdes de hidrogénio, objetivando
contornar as limitacbes que possam ter se estabelecido como
consequéncia de seu acimulo (AHRING et al., 1995; LALMAN, 2000).
Assim, a presenga de compostos como propionato e butirato no sistema
representa indicios da existéncia de limitagdes termodinamicas e
cinéticas no processo de biodegradacdo do biodiesel. Conforme
discutido anteriormente nos itens 7.3.1 e 7.3.2, no presente estudo foi
observada a presenca de micro-organismos especificos capazes de
conduzir as reacGes hidrogenotroficas e, a auséncia de concentracdes
significativas de AOVs neste experimento indica que o hidrogénio foi
suficientemente consumido por estes micro-organismos
hidrogenotréficos, impedindo que o acimulo deste metabdlito causasse
perturbacOes ao sistema e passasse a operar rotas alternativas. Acredita-
se, portanto, que a reacdo de biodegradacdo dos ésteres do biodiesel ndo
sofreu limitagcbes termodindmicas e que estes compostos foram
degradados (via B-oxidacdo), produzindo essencialmente acetato e
hidrogénio como metabdlitos de degradagdo, por meio da rota
acetogénica. Além disso, considerando que o biodiesel ¢é
preferencialmente degradado em relagdo aos aromaticos, a rapida
degradacdo dos compostos BTEX (em 0,7 ano; na fonte de
contaminacdo e PMO9) representa outro indicativo de que os ésteres do
biodiesel ja haviam sido previamente degradados (em ~ 0,3 ano), tendo
superado quaisquer limitagcdes termodindmicas que possam ter se
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estabelecido durante este periodo, ndo havendo necessidade de inclui-los
nos calculos para avaliagdo de limitagGes termodinamicas.

A fim de avaliar a existéncia de inibigdes termodinamicas,
ainda que temporarias, durante as etapas de degradacdo dos compostos
aromaticos, calculos termodindmicos foram realizados para o0s
compostos BTEX e HPAs. A condicdo termodinamica do aquifero foi
avaliada no momento em que ocorreu o inicio da degradacdo dos BTEX
e HPAs e no periodo antecedente, ja que a persisténcia destes compostos
no aquifero pode ser resultante de uma possivel inibicdo termodindmica
que se estabeleceu no aquifero. Portanto, foram analisadas as condicGes
do sistema no periodo que antecedeu a degradacdo dos contaminantes
(BTEX e HPAs) e no inicio de sua degradacdo. Com relagcdo as
condi¢Bes do sistema, foram considerados pH = 4,5; temperatura de
25°C, concentragcdo dos contaminantes nos periodos avaliados e
concentracOes variaveis dos metabdlitos acetato e hidrogénio.
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Para os célculos termodinamicos, os valores de hidrogénio (H,)
utilizados foram aqueles correspondentes as faixas de concentragdes
plausiveis de serem encontradas em aquiferos anaerébios (de 107 a
10° M)® (KOTELNIKOVA e PEDERSEN, 1997; HEIMANN et al.
2010). As concentracGes de acetato foram também variaveis, tendo sido
considerados os valores detectados no periodo em que 0s contaminantes
atingiram seu pico de concentracdo e no periodo em que passaram a ser
degradados. Para realizacdo destes calculos foi utilizada a seguinte
equacdo:

[Produtos]?

AG = AG° +RT ln[ (equagdo 7.4)

Reagentes]|P

sendo que:

AG = variaco da energia livre em condicdes variaveis (kJ.mol™)

AG® = variagdo da energia livre de Gibbs nas condicbes padréo
(concentracdo de 1M do soluto, temperatura de 25°C e presséo de 1 atm)

R = constante universal dos gases (0,008314 kJ.K™*.mol™)
T = temperatura da agua subterranea (K)

[Produtos] = concentracéo dos produtos (mol.L™)
[Reagentes] = concentracéo dos reagentes (mol.L™)

aeb = coeficientes estequiométricos das reacGes analisadas

A concentragdo de saturagdo do H, dissolvido em agua (= 10° M) é
equivalente & pressdo parcial de ~ 1 atm. Assim, a faixa citada de concentra¢des
molares plausiveis em aquiferos anaerébios (de 107 a 10”° M), corresponde &
presséo parcial de 10 a 10 atm.
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7.4.1 Avaliagdo das limitagdes termodindmicas e cinéticas das
reacdes de degradacdo do benzeno e naftaleno na fonte de
contaminacao

A répida degradacdo dos BTEX observada na fonte de
contamina¢do em 0,7 ano apés a liberacdo do B20 demonstrou ter
ocorrido em virtude da aceleracdo da degradacdo dos ésteres do
biodiesel nos periodos anteriores. No periodo de 0,4 ano foi observado o
pico de concentracdo destes compostos na area experimental. Da mesma
forma, neste mesmo periodo concentragdes significativas de acetato
foram também detectadas na fonte de contaminac&o (131 e 1894 mg.L™
nos niveis 2 e 6m, respectivamente), podendo ser provenientes das
injecdes semanais de acetato de amdnio e também da prévia degradacéo
dos ésteres do biodiesel. Diante disso, a reacdo de fermentacdo do
benzeno produzindo acetato e hidrogénio foi avaliada, utilizando as
concentracBes de acetato acima mencionadas, para diferentes faixas de
concentracdo de hidrogénio dissolvido (107 a 10° M).

Foi possivel observar que na fonte de contaminacéo (nivel 2m)
aos 0,4 ano, quando as concentragdes de acetato encontravam elevadas
(131 mg.L™), o sistema estava termodinamicamente desfavoravel a
degradagdo do benzeno pela rota acetogénica e hidrogenogénica. De
acordo com os céalculos, a reacdo somente poderia proceder se as
concentragdes de hidrogénio dissolvido fossem < 0,2 x 10® M. No
entanto, em 0,4 ano ndo foi observada atenuacdo destes compostos,
sugerindo que o hidrogénio estaria sendo produzido numa taxa superior
ao seu consumo. As informacBes microbiolédgicas sdo condizentes com
esta afirmagdo, uma vez que micro-organismos hidrogenotréficos
passaram a ser predominantes no sistema somente 1 ano apds a
liberacdo. A producdo de hidrogénio na area pode ter sido oriunda da
degradagdo dos ésteres de biodiesel, ocasionando uma producédo
excessiva deste metabdlito no sistema. Portanto, foi demonstrado que,
neste periodo e nestas concentracfes, limitacbes termodinamicas e
cinéticas se estabeleceram na area (FIGURA 7.20) e, podem justificar a
auséncia de degradagdo dos compostos BTEX aos 0,4 ano. Estes
mesmos célculos indicam gue aos 0,7 ano, periodo em que foi observado
um aumento do consumo de acetato, reduzindo sua concentragdo para
5,3 mg.L™, as reacdes se tornaram favoraveis a fermentagdo do benzeno
(pela rota bioguimica avaliada nos célculos), mesmo na concentracdo de
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0,5 x 107 M de hidrogénio dissolvido. Considerando que neste periodo
0S Qéneros microbianos Geobacter e Desulfitobacterium spp.
encontravam-se predominantes e, em virtude de suas caracteristicas
metabdlicas, acredita-se que podem ter sido responsaveis pelo aumento
do consumo de acetato, fazendo com que as reagdes se tornassem
exerg0nicas. Portanto, os célculos indicaram que aos 0,7 ano limitacdes
termodindmicas foram superadas, o que corrobora com o inicio do
decaimento da concentracdo dos compostos BTEX neste periodo e com
a predominancia de géneros microbianos especificos associados as
reacOes avaliadas nos calculos. Além disso, analises de hidrogénio
dissolvido foram realizadas aos 2,4 anos e, para as concentraces de
acetato (3,9 mg.L™) e benzeno (0,27 mg.L™) detectadas neste periodo, a
concentracao de hidrogénio detectada (11nM) ndo foi restritiva.

FIGURA 7.20. Viabilidade termodindmica da reacdo de fermentacdo do
benzeno, produzindo acetato e hidrogénio (TABELA 7.11, reacdo 1.1), para
diferentes concentragdes de hidrogénio na fonte de contaminagdo, nivel = 2m.

FONTE - Benzeno (n=2m)
100
80 4 H;=1x10"M
60 - H;= 1%10E M
=~ g |- HT1A0TM
©  op |— H;=11x10°M
E
2 20 =5
<] A0 . E =] o
-0 ---7" o = ©
-80 =]~ <
N o) o)
-100 . — . = .
-6 5 -4 -3 -2 -1 0
Log [CH.COO](M)

Nota: As linhas verticais se referem as concentragdes de acetato detectadas em
diferentes periodos (0,4 ano: log -2,7 M ou 131 mg.L’l; 0,7 ano: log -4,0 M ou 5
mg.L™" e 2,4 anos: log -4,2 M ou 3,9 mg.L™). As linhas diagonais cinzas se
referem as concentragdes tedricas de H, dissolvido e a linha diagonal azul a
concentragdo de H,detectada na 4gua subterranea aos 2,4 anos.

No nivel 6m foram observadas concentragdes significativas de
acetato, o que representa um potencial para a ocorréncia de restricdes
termodindmicas nas reacdes envolvidas. No periodo correspondente a
0,4 ano, quando foi registrada a maxima concentracdo de acetato
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(1.894 mg.L™), os calculos demonstraram que o sistema encontrava-se
termodinamicamente restritivo, podendo inibir a degradacdo dos
compostos BTEX. Porém no periodo subsequente (0,7 ano), quando a
atenuacdo destes compostos foi observada, apesar de a concentragdo de
acetato ter sido consideravelmente reduzida, ainda permaneceu elevada
(553,6 mg.L™). Diante disso, para que a reacdo pudesse proceder, as
concentragdes de hidrogénio deveriam permanecer abaixo de = 10°Me,
ainda que esta concentragdo seja a minima suficiente para sustentar o
crescimento de arqueas hidrogenotrdficas, a atenuacdo dos BTEX foi
observada, sugerindo que houve consumo de hidrogénio.
Desulfitobacterium spp. pode ter sido responsavel pela manutencdo de
baixas concentracdes de hidrogénio no meio. Apesar de este género
bacteriano ser comumente capaz de atuar em reagdes acetotroficas, €
conhecido por sua ampla versatilidade, possuindo também a capacidade
de consumir H, (VILLEMUR et al., 2006). Neste sentido, a presenca
abundante de Desulfitobacterium spp. pode justificar a ocorréncia da
reacdo mesmo em condi¢des termodinamicamente restritivas. Além
disso, aos 2,4 anos, a concentracdo de hidrogénio dissolvido detectada
foi de 35nM. Apesar de esta concentracdo ser capaz de desencadear
limitagBes termodinadmicas nas condi¢Bes do experimento aos 0,4 e 0,7
ano, o sistema se encontrava consideravelmente diferente aos 2,4 anos,
principalmente com relaco & concentracdo de acetato (0,1 mg.L™) e
benzeno (0,0087 mg.L™) e, de acordo com os célculos, nestas condicoes
as reacOes ndo seriam termodinamicamente restritivas (FIGURA 7.21),
podendo ocorrer sem limitacdes.
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FIGURA 7.21. Viabilidade termodindmica da reagdo de fermentacdo do
benzeno, produzindo acetato e hidrogénio (TABELA 7.11, reacdo 1.1), para
diferentes concentragdes de hidrogénio na fonte de contaminagéo, nivel 6m.

FONTE - Benzeno (n= ém)
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Nota: As linhas verticais se referem as concentragdes de acetato detectadas em
diferentes periodos (0,4 ano: log -1,5 M ou 1894 mg.L™; 0,7 ano: log -2,0 M ou
553,6 mg.L™" e 2,4 anos: log -5,8 M ou 0,1 mg.L™). As linhas diagonais cinzas
se referem as concentragdes tedricas de H, dissolvido e a linha diagonal azul a
concentragdo de H, detectada na dgua subterranea aos 2,4 anos.

As reacBes de degradacdo dos HPAs, representadas pelo
composto naftaleno, também foram avaliadas nos calculos
termodindmicos. Na fonte de contaminacdo (nivel 2m), foram
observadas baixas concentragdes de acetato (4,2; 8,9 e 3,9 mg.L'l em
0,7; 1,0 e 2,4 anos, respectivamente) e, nestas condi¢cdes o sistema
estaria termodinamicamente restritivo somente para a concentragdo de
10" M de hidrogénio dissolvido em 1,0 ano (FIGURA 7.22). Antes
disso, em 0,7 ano a reacdo era passivel de ocorrer em todas as faixas de
concentracao de hidrogénio dissolvido avaliadas. Todavia, a degradacéo
dos HPAs foi observada somente 1,0 ano apos a liberagdo. Acredita-se
que, o retardo na degradacdo dos HPAs tenha sido atribuido a
degradagdo preferencial dos compostos BTEX, ndo podendo ser
explicado por fatores termodindmicos, mas por questdes cinéticas. A
partir do momento em que a atenuagdo dos BTEX foi iniciada (em 0,7
ano), a degradacdo dos compostos HPAs passou a ser observada (1,0
ano).
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FIGURA 7.22. Viabilidade termodindmica da reacdo de fermentacdo do
naftaleno, produzindo acetato e hidrogénio (TABELA 7.11, reacdo 3.1), para
diferentes concentragdes de hidrogénio na fonte de contaminagao, nivel 2m.

FONTE - Naftaleno (n=2m)
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Nota: As linhas verticais se referem as concentragdes de acetato detectadas em
diferentes periodos (0,7 ano: log -4,1 M ou 4,2 mg.L™"; 1,0 ano: log -3,8 M ou
8,9mg.L" e 2,4 anos: log - 42Mou3,9 mg.L™). As linhas diagonais cinzas
se referem as concentracOes tedricas de H, dissolvido e a linha diagonal azul a
concentracdo de H, detectada na agua subterranea aos 2,4 anos.

O comportamento observado no nivel 6m demonstrou que a
elevada concentracdo de acetato detectada aos 0,7 ano (427,9 mg.L™)
desencadeou limitagcdes termodindmicas, uma vez que, mesmo na
concentragcdo minima suficiente para sustentar o crescimento de arqueas
hidrogenotréficas as reacdes encontravam-se endergbnicas (FIGURA
7.23). A partir do momento (1,0 ano) em que o acetato foi consumido e
sua concentragdo foi reduzida (0,1 mg.L™), o sistema demonstrou estar
favoravel a ocorréncia das reacdes, mesmo na mais elevada faixa de
concentracdo de hidrogénio dissolvido (10”'M) avaliada.
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FIGURA 7.23. Viabilidade termodindmica da reacdo de fermentacdo do
naftaleno, produzindo acetato e hidrogénio (TABELA 7.11, reacdo 3.1), para
diferentes concentragdes de hidrogénio na fonte de contaminagéo, nivel = 6m.

FONTE - Naftaleno (n=ém)
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Nota: As linhas verticais se referem as concentragdes de acetato detectadas em
diferentes periodos (0,7 ano: log -2,1 M ou 427,9 mg.L™; 1,0 ano: log -5,9 M
ou 0,1mg.L™" e 2,4 anos: log -5,8 ou 0,1 mg.L™). As linhas diagonais cinzas se
referem as concentragBes tedricas de H, dissolvido e a linha diagonal azul a
concentragdo de H, detectada na 4gua subterranea aos 2,4 anos.

7.4.2 Avaliacdo das limitacbes termodindmicas e cinéticas das
reacdes de degradacgdo do benzeno e naftaleno no PM9

Os calculos levando em consideracdo as condicdes encontradas
no PM9 nivel 2m, indicaram que ndo houve o estabelecimento de
limitagdes termodindmicas no meio. A concentracdo de acetato se
manteve constante (0,1 mg.L™) durante os periodos de 0,4 e 0,7 ano e a
concentrago de 0,3 mg.L™ foi detectada aos 2,4 anos. Em virtude de as
concentracOes detectadas deste metabdlito terem sido consideravelmente
baixas, os calculos demonstram que as reagdes poderiam proceder por
serem exergobnicas. No entanto, aos 0,4 ano ndo foi observada atenuagéo
dos compostos BTEX neste poco de monitoramento. Diante destas
observagdes, conclui-se que no PM9 nivel 2m, processos
termodindmicos ndo causaram inibicdes aos compostos BTEX e a
temporaria auséncia de degradacdo destes compostos aromaticos foi
possivelmente influenciada pela degradacdo preferencial do biodiesel
(FIGURA 7.24).
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FIGURA 7.24. Viabilidade termodindmica da reagdo de fermentacdo do
benzeno, produzindo acetato e hidrogénio (TABELA 7.11, reacdo 1.1), para
diferentes concentragdes de hidrogénio no PM9, nivel = 2m.

PM9 - Benzeno (n=2m)
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Nota: As linhas verticais se referem as concentragdes de acetato detectadas nos
diferentes periodos (concentra¢fes constantes em 0,4 e 0,7 ano: log -6,1 M ou
0,1 mg.L" e 2,4 anos: log — 5,4 M ou 0,3 mg.L™). As linhas diagonais cinzas
se referem as concentracOes teoricas de H, dissolvido e a linha diagonal azul se
refere & concentracdo de H, detectada na 4gua subterranea aos 2,4 anos.

De acordo com os calculos, a existéncia de limitacGes
termodinamicas foi observada no PM9 nivel 6m (FIGURAS 7.25 e
7.27). Estas limitacBes podem ter sido desencadeadas pela presenca de
acetato, o qual foi detectado em concentragdes consideraveis (200 mg.L’
1 no perfodo em que a concentracéo dissolvida dos BTEX permaneceu
aumentando na agua subterranea (0,4 ano). Segundo os calculos, neste
periodo as reagOes seriam termodinamicamente desfavoraveis para todas
as concentracdes de hidrogénio dissolvido avaliadas, o que pode ter sido
um dos fatores responsaveis pela auséncia de atenuacdo dos compostos
BTEX aos 0,4 ano. No periodo subsequente (0,7 ano), houve um
aumento no consumo de acetato, evidenciado pela reducdo em sua
concentracdo (de 200 para 55 mg.L™), o que fez com que as reacdes se
tornassem mais favoraveis termodinamicamente.

Célculos tedricos indicam que no periodo de 0,7 ano, para uma
concentragéo de acetato de 55 mg.L™, valores de hidrogénio dissolvido
< a 107 M tornariam as reacGes Vvidveis termodinamicamente,
demonstrando que esta concentracdo de acetato ainda seria suficiente
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para causar limitacbes no sistema, caso as concentracdes de H,
dissolvido se encontrassem acima de 10" M. Portanto, é possivel inferir
que a presenca de micro-organismos capazes de consumir estes
metabdlitos de degradacdo € essencial para a superagdo das limitacdes
termodinamicas que possam se estabelecer. No caso do PM9, acredita-se
que a estimulagdo de micro-organismos acetotréficos, como o género
Geobacter spp., colaborou para 0 aumento do consumo de acetato e,
consequentemente, tornou as reacoes de degradagéo
termodinamicamente mais favoraveis. Isto pode ser evidenciado pela
condigdo do sistema em 2,4 anos, em que a reducgdo da concentracao de
acetato (de 55 para 0,1 mg.L™) fez com que as reacées de degradacéo do
benzeno se tornassem exergdnicas em todas as faixas de concentracéo
de H; dissolvido avaliadas.

FIGURA 7.25. Viabilidade termodindmica da reacdo de fermentacdo do
benzeno, produzindo acetato e hidrogénio (TABELA 7.11, reacdo 1.1), para
diferentes concentragdes de hidrogénio no PM9, nivel = 6m.
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Nota: As linhas verticais se referem as concentragdes de acetato detectadas em
diferentes periodos (0,4 ano: log -2,5 M ou 200 mg.L™; 0,7 ano: log -3,0 M ou
55 mg.L" e 2,4 anos: log — 5,8 M ou 0,1 mg.L™). As linhas diagonais cinzas
se referem as concentragdes tedricas de H, dissolvido e a linha diagonal azul a
concentragdo de H, detectada na dgua subterranea aos 2,4 anos.

De forma semelhante ao comportamento do benzeno, observado
no nivel 2m, os célculos demonstraram a auséncia de limitagdes
termodindmicas nas reacdes de degradacdo do naftaleno, nas
concentragBes de acetato detectadas em todos os periodos avaliados
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(2,3:0,1 e 0,3 mg.L" em 0,7; 1,0 e 2,4 anos, respectivamente). Por néo
ter sido observada a reducdo das concentragdes dissolvidas dos HPAS no
periodo de 0,7 ano, acredita-se que estes compostos podem ter sofrido
influéncia da degradacdo preferencial dos BTEX, apesar de as reacdes
terem sido viaveis termodinamicamente em todos os periodos avaliados.
Esta afirmacgdo pode ser evidenciada pela degradagdo dos BTEX em 0,7
ano e, pelo inicio da degradacdo dos HPAs somente 1,0 ano apds a
liberacéo.

FIGURA 7.26. Viabilidade termodindmica da reagdo de fermentacdo do
naftaleno, produzindo acetato e hidrogénio (TABELA 7.11, reacdo 3.1), para
diferentes concentragdes de hidrogénio no PM9, nivel = 2m.
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Nota: As linhas verticais se referem as concentragdes de acetato detectadas em
diferentes periodos (0,7 ano: log -4,4 M ou 2,3 mg.L’l; 1,0 ano: log -5,9 M ou
0,1 mg.L™" e 2,4 anos: log — 5,4 M ou 0,3 mg.L™). As linhas diagonais cinzas
se referem as concentrages tedricas de H, dissolvido e a linha diagonal azul a
concentragdo de H, detectada na agua subterranea aos 2,4 anos.

No PM9 nivel 6m foi possivel observar a existéncia de
limitagGes termodindmicas no periodo em que 0s compostos HPAs ainda
ndo haviam sido degradados (0,7 ano). Tal limitagdo pode ser atribuida a
elevada concentracdo de acetato detectada neste mesmo periodo (691
mg.L™"). Os calculos demonstram que mesmo na faixa minima de
concentracdo de hidrogénio dissolvido (10° M) as reacdes de
degradacdo seriam termodinamicamente desfavoraveis. Porém, a partir
do momento em que o acetato passou a ser consumido (1,0 ano) e sua



152

concentracdo foi consideravelmente reduzida (8,3 mg.L™), as reacdes
tornaram-se favoraveis em concentracdes de hidrogénio dissolvido < a
2,5 x 10® M. Portanto, acredita-se que fatores termodindmicos podem
ter contribuido para o retardo na degradacdo do naftaleno. Este
temporario retardo foi aparentemente superado pela presenca de micro-
organismos capazes de consumir acetato (e hidrogénio) até reduzi-lo a
concentracdes ndo restritivas ao sistema (2,6 mg.L™). Isto pode ser
evidenciado pelas condic¢des do sistema aos 2,4 anos onde as reacles de
degradagdo do naftaleno se encontravam termodinamicamente
favoraveis em todas as faixas de concentracdo de H, dissolvido
avaliadas, inclusive na concentragdo de H, dissolvido detectada neste
periodo (30nM).

FIGURA 7.27. Viabilidade termodindmica da reacdo de fermentacdo do
naftaleno, produzindo acetato e hidrogénio (TABELA 7.11, reacdo 3.1), para
diferentes concentragdes de hidrogénio no PM9, nivel = 6m.
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Nota: As linhas verticais se referem as concentragdes de acetato detectadas em
diferentes periodos (0,7 ano: log -1,9 M ou 691 mg.L™; 1,0 ano: log -3,9 M ou
8 mg.L™" e 2,4 anos: log — 5,8 M ou 0,1 mg.L™). As linhas diagonais cinzas se
referem as concentragBes teoricas de H, dissolvido e a linha diagonal azul a
concentragdo de H, detectada na dgua subterranea aos 2,4 anos.



153

7.4.3 Avaliagdo das limitagdes termodindmicas e cinéticas das
reacOes de degradacéo do benzeno e naftaleno no PM15

Os calculos termodindmicos para o PM15 levaram em
consideragdo os monitoramentos realizados em 1,4 e 2,0 anos, por
representarem 0s periodos em que as concentracdes dissolvidas do
benzeno aumentaram e reduziram, respectivamente. Para os célculos
avaliando as reacfes de degradacao do naftaleno, foram considerados 0s
periodos de 0,7 e 1,0 ano, pelas mesmas razdes que motivaram 0s
periodos escolhidos para a avaliacdo do benzeno.

Para o nivel 2m os calculos demonstraram que limitacBes
termodindmicas foram observadas em concentragdes de H, acima de 0,5
x 107 M em 1,4 anos e, neste perfodo ndo houve o decaimento das
concentrac@es dissolvidas dos BTEX. Ja em 2,0 anos, de acordo com 0s
calculos termodindmicos, na concentracdo de acetato observada neste
periodo (0,1 mg.L™), as reacdes se encontraram favoraveis em todas as
faixas de H, dissolvido avaliadas. Levando em consideracdo o
decaimento da concentracdo dos BTEX neste periodo (de 0,0037 para
0,0004 mg.L™), acredita-se que tanto acetato como hidrogénio estariam
sendo suficientemente consumidos por micro-organismos especificos, de
maneira a impedir o estabelecimento de limitacfes termodindmicas e
permitir a continuidade das reacdes de degradacdo dos BTEX. Diante
destas observacgdes, acredita-se que em 1,4 anos pode ter havido um
acumulo de H,, produzido nas reacfes de degradacdo dos outros
contaminantes organicos existentes na agua subterranea, que pode ter
desfavorecido termodinamicamente a degradagdo dos BTEX.
Adicionalmente, em 2,4 anos o sistema se encontrava em condigéo
semelhante ao periodo de 2,0 anos, quando as reacOes foram
consideradas  termodinamicamente  favordveis para todas as
concentracGes de H; dissolvido avaliadas.
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FIGURA 7.28 Viabilidade termodindmica da reacdo de fermentagdo do
benzeno, produzindo acetato e hidrogénio (TABELA 7.11, reacdo 1.1), para
diferentes concentragdes de hidrogénio no PM15, nivel = 2m.

PM15 - Benzeno (n= 2m)
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Nota: As linhas verticais se referem as concentragdes de acetato detectadas em
diferentes periodos (1,4 anos: log -5,1 M ou 0,5 mg.L™; 2,0 anos: log -5,8 M ou
0,1 mg.L™" e 2,4 anos: log — 5,9 M ou 0,07 mg.L™). As linhas diagonais cinzas
se referem as concentraces tedricas de H, dissolvido e a linha diagonal azul a
concentragdo de H,detectada na 4gua subterranea aos 2,4 anos.

No nivel 6m as concentragdes de acetato permaneceram
elevadas (379,5 e 215 mg.L™) nos periodos de 1,4 e 2,0 anos e, portanto,
0 sistema demonstrou ser termodinamicamente restritivo & todas as
faixas de concentracéo de hidrogénio dissolvido consideradas em ambos
os periodos. No entanto, em 2,0 anos, os calculos demonstraram que em
uma concentracéo de H, dissolvido equivalente a 0,25 x 10°° M, a reacéo
seria termodinamicamente favoravel e, o decaimento da concentragdo
dos BTEX foi observado neste mesmo periodo (de 1,48 para
0,59 mg.L™). Acredita-se que micro-organismos hidrogenotréficos
tenham contribuido para o consumo de H, em quantidades suficientes
para impedir o estabelecimento de limitacGes termodindmicas. Aos 2,4
anos o consumo de acetato (de 215 para 0,1 mg.L™) fez com que as
reacbes de degradacdo do benzeno se tornassem viaveis
termodinamicamente em todas as faixas de H, dissolvido avaliadas,
favorecendo a continuidade dos processos de degradacdo dos BTEX.
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FIGURA 7.29. Viabilidade termodindmica da reacdo de fermentacdo do
benzeno, produzindo acetato e hidrogénio (TABELA 7.11, reacdo 1.1), para
diferentes concentragdes de hidrogénio no PM15, nivel = 6m.
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Nota: As linhas cinza verticais referem-se as concentracfes de acetato
detectadas em diferentes periodos (1,4 anos: log -2,2 M ou 379,5 mg.L™; 2,0
anos: log -2,4 M ou 215 mg.L™ e 2,4 anos: log — 5,8 M ou 0,1mg.L™). As linhas
diagonais cinzas se referem as concentragdes tedricas de H, dissolvido e a linha
diagonal azul a concentracdo de H, detectada na 4gua subterranea aos 2,4 anos.

Os resultados obtidos para a reacdo de degradacdo do naftaleno
demonstraram que ndo houve inibicdo termodindmica nos periodos
avaliados (0,7; 1,0 ano e 2,4 anos), visto que a reacdo foi exergbnica
para todas as faixas de hidrogénio dissolvido consideradas e as baixas
concentracOes de acetato detectadas nestes periodos (0,7; 0,1 e 0,1 mg.L’
! respectivamente) contribuiram para que tais inibicdes ndo fossem
estabelecidas. Semelhante ao ocorrido no PM9 nivel 2m, acredita-se que
a degradacdo preferencial dos ésteres do biodiesel tenha retardado
temporariamente o processo de degradacdo dos HPAs. Além disso,
conforme mencionado anteriormente, pode ter havido uma producéao
excessiva de hidrogénio (>10'M) aos 0,7 ano que, possivelmente
contribuiu para a persisténcia destes compostos na agua subterranea
neste periodo e, a partir de 1,0 ano a redugéo da concentragdo dissolvida
de HPAs foi observada. As condicbes do sistema observadas aos 2,4
anos indicam que as reacbes de degradacdo permanecem
termodinamicamente viaveis, mesmo na concentragdo de H, dissolvido
detectada (7nM), favorecendo a continuidade das reacdes.
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FIGURA 7.30. Viabilidade termodindmica da reacdo de fermentacdo do
naftaleno, produzindo acetato e hidrogénio (TABELA 7.11, reacdo 3.1), para
diferentes concentragdes de hidrogénio no PM15, nivel = 2m.
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Nota: As linhas verticais se referem as concentragdes de acetato detectadas em
diferentes periodos (0,7 ano: log -4.9 M ou 0,7 mg.L™; 1,0 e 2,4 anos: log -5.9
M ou 0,1 mg.L™"). As linhas diagonais cinzas se referem as concentracdes
tedricas de H, dissolvido e a linha diagonal azul a concentragdo de H, detectada
na agua subterranea aos 2,4 anos.

No PM15 nivel 6m, similarmente as observacfes com relacdo a
degradagdo do benzeno, concentragBes de acetato de 163,7 e 347,7
mg.L™ foram detectadas em 0,7 e 1,0 ano, respectivamente e causaram
limitacGes termodindmicas as reacBes de degradacdo do naftaleno,
podendo proceder aos 0,7 e 1,0 ano somente se a concentragdo de
hidrogénio dissolvido permanecesse inferior a 10°° M. Acredita-se que a
termodinamica ndo tenha sido um fator de influéncia ja que, apesar de as
reacdes terem sido consideradas desfavoraveis termodinamicamente
para todas as faixas de H, dissolvido avaliadas, o decaimento das
concentracBes de HPAs foi observado em 1,0 ano. Assim, a degradacao
preferencial de outros substratos orgéanicos (i.e. biodiesel) pode ter
contribuido para a persisténcia dos HPAs até 0,7 ano no sistema. As
condicBes do sistema aos 2,4 anos demonstram que as reacGes se
encontravam termodinamicamente favoraveis para todas as faixas de
concentracdo de H, dissolvido avaliadas, principalmente em virtude da
reducdo da concentracéo de acetato (de 347,7 para 0,1 mg.L™), podendo
favorecer a continuidade das reacGes de degradacdo do naftaleno.
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FIGURA 7.31. Viabilidade termodindmica da reacdo de fermentacdo do
naftaleno, produzindo acetato e hidrogénio (TABELA 7.11, reacdo 3.1), para
diferentes concentragdes de hidrogénio no PM15, nivel = 6m.

PM15 - Naftaleno (h= 6m)
100 B
20 - — H,;= ID';M
_______ H,=10% M
_ 60 1 . Hp=108M
z 40 1 H,=54x10° M
2 20 - r
E
= " termodinamicamente vidveli
= 0 v
% 40 -] ol|lo
) -1 = cll =
60 15 a5
R Sl e
-100 o ; ; —= ;
-6 5 -4 -3 -2 -1 0
Log [CH;COOT(M)

Nota: As linhas verticais se referem as concentragdes de acetato detectadas em
diferentes periodos (0,7 ano: log -2,6 M ou 163,3 mg.L™"; 1,0 ano: log -2,2 M
ou 347,7mg.L™ e 2,4 anos: -5,8 M ou 0,1 mg.L™). As linhas diagonais cinzas se
referem as concentragBes tedricas de H, dissolvido e a linha diagonal azul a
concentracdo de H, detectada na agua subterranea aos 2,4 anos.

As avaliagcBes termodindmicas discutidas nos itens acima
utilizaram faixas de concentracdo de H, dissolvido plausiveis de serem
encontradas em aquiferos anaerdbios e aos 2,4 anos foram realizadas
medicOes de H, dissolvido na dgua subterranea, que permitiram avaliar
termodinamicamente o sistema utilizando concentracdes reais (medidas)
de H, dissolvido. As concentragcdes de H, detectadas permaneceram
dentro das faixas plausiveis de serem encontradas em aquiferos
anaerébios (de 1 a 54 nM), sendo a maioria condizente com as
concentracBes encontradas em ambientes metanogénicos (> 5nM)
(CHAPELLE, 2001).

Os resultados observados na fonte de contaminacdo, PM9 e
PM15, demonstraram o estabelecimento de inibicdes temporarias nas
reacOes de degradacdo dos BTEX (benzeno) e dos HPAs (naftaleno).
Estas inibicbes foram resultantes da degradagdo preferencial de
determinados substratos e, também, do estabelecimento de limitacGes
termodindmicas. A presenca de acetato, apesar de ter sido responsavel
por causar restricdes termodindmicas, também demonstrou ter
estimulado micro-organismos especificos que participaram das reacGes
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de degradacéo, tendo sido fundamentais para a superacdo das limitacdes
termodinamicas. Os célculos levando em consideracdo as condi¢des do
experimento aos 2,4 anos demonstraram a auséncia de limitaces
termodindmicas nos trés pocos de monitoramento analisados (Fonte,
PM9 e PM15; niveis 2 e 6m). Estas observacdes demonstram que as
reacOes de degradacdo dos BTEX e HPAs, representadas pelo benzeno e
naftaleno, encontraram-se termodinamicamente vidveis aos 2,4 anos,
indicando que a termodindmica ndo ird exercer influéncia negativa sobre
as reacdes de degradacdo avaliadas.
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75 AVALIACAO DA BIOESTIMULACAO COM ACETATO DE
AMONIO NA DEGRADACAO ACELERADA DOS
COMPOSTOS AROMATICOS COMPARADO A
ATENUACAO NATURAL MONITORADA

A bioestimulagdo com substrato organico objetivou acelerar a
degradacdo dos compostos presentes na mistura B20 por meio da
estimulacdo de micro-organismos especificos capazes de conduzir as
reacbes de degradacdo anaerébia dos ésteres do biodiesel e,
principalmente, dos compostos aromaticos, visto que estes sdo mais
preocupantes em virtude de sua recalcitrAncia e propriedades
carcinogénicas. Para avaliar a contribuicdo da bioestimulacdo com
acetato de amoénio na aceleracdo da degradacdo dos compostos
aromaticos, foi realizada uma comparagdo com dados provenientes de
um experimento de campo com diesel B20, iniciado em junho de 2008 e
monitorado durante 29 meses para avaliar processos de atenuacao
natural (apresentados por Chiaranda (2011)), possibilitando discernir os
efeitos da bioestimulagdo e da atenuacdo natural sobre o crescimento
microbiano e a degradacdo dos compostos aromaticos. Para as analises
comparativas somente a fonte de contaminagdo foi selecionada para
discussdo, visto que se trata do local de maior atividade biol6gica e onde
0s processos de degradacdo sdo observados com maior evidéncia.

Apesar de 0 acetato ser um composto capaz de desencadear
limitagdes termodindmicas capazes de impedir a continuidade dos
processos de degradacdo, este efeito negativo pode ser superado na
medida em que o acetato for consumido pelos micro-organismos e
reduzido até concentracdes consideradas ndo inibitorias. O consumo de
acetato pode promover o crescimento de micro-organismos especificos
que, além de impedirem o acumulo deste composto no meio, podem
atuar nas reacdes de degradacdo dos compostos aromaticos, como é o
caso das bactérias ferro-redutoras, sulfato-redutoras e arqueas
metanogénicas. Diante da importancia destes micro-organismos para 0s
processos de degradacdo, os resultados das analises microbioldgicas em
ambos os experimentos foram disponibilizados, juntamente com os
dados de BTEX e HPAs, para a compreensdo dos processos decorrentes
no experimento de atenuagdo natural e bioestimulagéo.
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Os resultados da andlise microbiologica (FIGURA 7.32)
indicam que, no experimento de atenuacdo natural, a biomassa (bactérias
totais) foi estimulada, demonstrando que a presenca dos compostos do
B20 foi capaz de promover o crescimento microbiano pelo fornecimento
de fontes de carbono. No entanto, observa-se que neste mesmo
experimento, micro-organismos especificos (ferro-redutores, sulfato-
redutores e arqueas) ndo foram significativamente estimulados, tendo
permanecido abaixo do limite de deteccdo (=107 copias de gene.g™). Ja
no experimento de bioestimulagdo, além da biomassa total, micro-
organismos especificos passaram a ser estimulados no primeiro evento
amostral apds a liberacdo do B20 e inicio das injecdes de acetato de
amonio (0,3 ano), fornecendo indicios de que a bioestimulagdo exerceu
uma pressdo seletiva nas comunidades microbianas, estimulando sua
proliferacdo no experimento. Diante destas observacdes, é possivel
concluir que a bioestimulagdo com acetato de amoénio promoveu a
estimulacdo de micro-organismos especificos associados a degradagéo
anaer6bia de compostos aromaticos e a presenca destes é
cronologicamente coerente com a observada atenua¢do dos compostos
BTEX e HPAs no experimento de bioestimulacdo. Da mesma forma, a
baixa concentracdo destes micro-organismos especificos no experimento
de atenuacdo natural condiz com a prolongada persisténcia destes
compostos quando comparado ao experimento de bioestimulacdo
(FIGURA 7.33).

Ao comparar 0s resultados dos compostos aromaticos, foi
possivel notar no experimento de bioestimulacdo o inicio da atenuacédo
dos BTEX e HPAs em 0,7 e 1,0 ano, respectivamente. J& na atenuacao
natural, a degradacdo dos aromaticos foi notada somente a partir de 2,4
anos. Acredita-se que esta temporaria persisténcia dos aromaticos seja
reflexo da lenta degradacdo dos ésteres do biodiesel no experimento de
atenuacdo natural. Sabe-se que estes compostos sdo degradados
preferencialmente e, portanto, enquanto estiverem presentes, 0s
compostos aromaticos permanecerdo na agua subterranea. Apesar de as
analises microbioldgicas neste experimento ndo terem sido monitoradas
de maneira constante desde o inicio do experimento, sugere-se que a
lenta degradacao do biodiesel pode ser resultante da menor concentragdo
microbiana neste experimento quando comparado a bioestimulacdo, uma
vez que ambos 0S experimentos possuem a mesma configuragdo
experimental e foram expostos aos mesmos contaminantes, divergindo
somente nas injecOes de acetato de amdnio.
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FIGURA 7.32. Concentragdo de bactérias totais, ferro-redutoras, sulfato-
redutoas e arqueas, na fonte de contaminagao (niveis 2 e 6m) do experimento de
atenuacdo natural (A e B) e bioestimulacdo (C e D).
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Nota. Linha vermelha tracejada representa o limite de detec¢do da analise (=102
copias de gene.g™).
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FIGURA 7.33. Concentracdo de BTEX e HPAs (mg.L™) na fonte de
contaminagdo, niveis 2 e 6m, no experimento de atenuacdo natural (A e B) e
bioestimulagdo (C e D), ao longo do tempo.
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Nota: Destaque em cinza para 0s periodos correspondentes ao inicio da
degradacéo dos contaminantes.

Os compostos BTEX sdo conhecidos por sua relativa
recalcitrdncia em condicBes anaerdhias, sendo o0 benzeno
particularmente preocupante devido ao seu potencial carcinogénico.
Diante disso, o comportamento deste composto especificamente foi
avaliado para verificar sua degradagdo ao longo do tempo (FIGURA
7.34). Em ambos os experimentos a atenuacdo do benzeno na fonte de
contaminacdo foi observada, porém, na bioestimulacdo aos 0,7 ano o
decaimento nas concentragdes de benzeno ja havia sido observado (de
900 para 210 pg.L™ e 20,8 para 6,9 pg.L?, nos niveis 2 e 6m,
respectivamente), enquanto que na atenuacgdo natural, o decaimento das
concentragdes de benzeno (de 906 para 84 pg.L™ e 527 para 47 pg.L™,
nos niveis 2 e 6m, respectivamente) foi observado somente aos 3,0 anos.
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FIGURA 7.34. Concentragdo de benzeno (ug.L™) na fonte de contaminacéo,
niveis 2 e 6m, nos experimentos de atenuacdo natural e bioestimulagdo, ao
longo do tempo.
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Fatores abidticos como efeitos hidraulicos capazes de
influenciar na diluicdo ou dispers@o da pluma de contaminantes,
poderiam desvincular ou reduzir a contribui¢do da biorremediacdo sobre
a atenuacdo dos contaminantes. Neste sentido, foi avaliada a
representatividade da injecdo semanal de 25L de solucdo de acetato de
aménio na agua subterrdnea e observou-se que este volume €
negligenciavel (< 1%), quando comparado a contribuicdo (em volume)
da recarga por fendmenos de precipitacdo que ocorrem nas areas nado
impermeabilizadas com lona e brita. Portanto, as inje¢cbes ndo
contribuiram para o0 aumento da influéncia de fatores abi6ticos na area
experimental. Sendo assim, a rapida remoc¢édo do benzeno observada no
experimento de bioestimulagdo pOde ser atribuida & biodegradagdo e
reforcou a hipodtese de que a introducdo de acetato de amdnio exerceu
efeitos potencialmente favoraveis a degradacdo dos BTEX (inclusive
benzeno), visto que no experimento de atenuacdo natural a degradacéo
ocorreu somente apos 3,0 anos.

O favorecimento da rapida degradacdo dos compostos BTEX e
HPAs no presente experimento foi atribuido ao crescimento de micro-
organismos capazes de consumir acetato e outros metabdlitos de
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degradacdo, assim como aqueles associados a degradacdo anaerdbia dos
ésteres do biodiesel e compostos mono e poliaromaticos, de maneira que
as temporérias limitagBes termodindmicas estabelecidas pelo acimulo
destes compostos pudessem ser superadas. A julgar pelas observactes
realizadas neste item, a estimulacdo utilizando acetato de amoénio
demonstrou ser eficiente para acelerar a degradacdo dos compostos
presentes em misturas B20 na &gua subterrdnea, em condicGes
metanogénicas e se sugere que esta abordagem possa ser aplicada em
ambientes onde a utilizacdo de técnicas aerdbias de remediacdo nédo seja
viavel, como por exemplo, nas regides de fonte de contaminacéo, pelo
fato de serem ambientes com maior propensao a anaerobiose.



8 CONCLUSOES

O potencial da bioestimulacdo anaer6bia, por meio de injecoes
continuas de acetato de amoénio, foi avaliado para a aceleracdo da
degradacdo dos hidrocarbonetos de petréleo (BTEX e HPAs) em aguas
subterraneas contaminadas com misturas de diesel e biodiesel de soja
(B20) e as seguintes conclusdes foram formuladas:

e A presenca dos ésteres do biodiesel e compostos aromaticos do
diesel, juntamente com as inje¢des de acetato de ambnio, promoveu
0 estabelecimento de condi¢des anaerébias, como ferro-reducéo e
metanogénese. Dentre estas, a metanogénese foi 0 processo
predominante na fonte de contaminacdo e PM9 durante a maior
parte do periodo monitorado neste estudo (de 0,7 a 1,4 anos).
Considerando que a degradacdo dos aromaticos neste periodo foi
mais acentuada nesses dois po¢os de monitoramento, conclui-se que
a metanogénese foi 0 processo de maior contribuicdo para a
degradagdo dos compostos do B20, especialmente dos aromaticos.

e A biomassa total do aquifero foi estimulada pela presenca dos
contaminantes e pelas injecOes de acetato de aménio. Além disso,
foi observada a presenca de géneros microbianos associados a
processos sintroficos e degradacdo anaerdbia de ésteres do biodiesel
e compostos aromaticos do diesel. Dentre 0s géneros bacterianos,
foi evidenciada a predominancia de Geobacter e Desulfitobacterium
spp. e, com relacdo as arqueas, Methanosarcina spp. foi o género
predominante. Em virtude da predominancia desses géneros, de suas
atividades metabolicas associadas a degradacdo dos aromaticos e de
seus crescimentos fortemente relacionados, foi sugerida a existéncia
de uma relagdo sintréfica entre estes trés géneros microbianos.

e O actmulo de acetato observado nos trés pocos de monitoramento
estudados (Fonte, PM9 e PM15) influenciou negativamente as
reacbes de  degradacdo  dos  aromdticos,  tornando-as
termodinamicamente desfavoraveis para as faixas de concentracdo
de hidrogénio dissolvido plausiveis de serem encontradas em
aquiferos anaercbios (10”7 a 10° M).
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e O decaimento da concentracdo dissolvida dos aromaticos coincidiu
com o periodo em que 0s micro-organismos acetotréficos e
hidrogenotréficos se tornaram predominantes (0,7 e 1,0 ano),
demonstrando que estes desempenharam um papel fundamental na
superacdo das limitagGes termodinamicas, ao impedir o0 acimulo dos
metabdlitos de degradacdo (acetato e hidrogénio), além de terem
participado ativamente das reacdes de degradacdo dos ésteres do
biodiesel, BTEX e HPAs.

e A estimulacdo de micro-organismos especificos como ferro-
redutores, sulfato-redutores e arqueas metanogénicas, foi um fator
determinante para os processos de degradacdo. No experimento de
atenuacdo natural, onde a presenca destes micro-organismos
especificos ndo foi observada em concentracdes significativas, a
degradacdo dos BTEX e HPAs ocorreu somente apés 3,0 anos,
enquanto que no experimento de bioestimulagcdo este processo foi
observado a partir de 0,7 ano.

e A contribuicdo da bioestimulagdo com adicdo de acetato de amonio
para acelerar a degradacdo dos compostos do B20, foi evidenciada
pela diminuicdo do tempo necessario para o decaimento da
concentracdo dissolvida dos compostos aromaticos, quando
comparado ao experimento de atenuag¢do natural monitorada. Esta
reducdo do tempo foi resultante da estimulacdo da biomassa total e
micro-organismos especificos no experimento de bioestimulacéo.
Considerando que em ambos 0s experimentos o decaimento das
concentracBes dos contaminantes foi observado, conclui-se que a
contribuicdo da bioestimulacdo esta relacionada ao menor tempo
necessario para a ocorréncia da degradacdo. A lenta degradacéo dos
contaminantes observada no experimento de atenuagdo natural
(quando comparado a bioestimulacdo) foi atribuida a baixa
concentracdo destes micro-organismos especificos.

A hipdtese formulada nesta tese foi confirmada, visto que o
processo ocorreu em condicBes predominantemente metanogénicas e 0
estabelecimento de limitagdes termodindmicas pelo acumulo de
metabolitos de degradacgdo, que causou um retardo na degradacdo dos
compostos aromaticos, foi superado pela presenga de micro-organismos
capazes de consumi-los sintroficamente. Tais micro-organismos foram
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estimulados pela presenca de acetato de amonio, culminando na
aceleragédo da degradacdo dos compostos presentes na mistura B20. No
entanto, as injecdes de acetato de amonio devem ser constantemente
monitoradas a fim de evitar que concentracBes elevadas de acetato se
estabelecam e possam impedir a continuidade das reacOes de degradacdo
dos compostos aromaticos. Esta técnica de bioestimulagdo demonstrou
acelerar a degradacgdo dos compostos presentes na mistura B20, podendo
ser considerada para remediacdo de aquiferos contaminados com este
biocombustivel, especialmente em regides proximas a fonte de
contaminacdo, as quais possuem maior propensdo a anaerobiose e
inviabilizam a aplicacdo de técnicas aerébias de remediacao.



9 RECOMENDAGOES

. Avaliar a continuidade dos processos metanogénicos na
degradacdo dos compostos aromaticos, apds a interrupcdo das injecGes
de acetato de aménio.

o Realizar andlises de sequenciamento de DNA microbiano em
experimentos de campo com outros biocombustiveis, como por
exemplo, etanol ou biodiesel B100, a fim de verificar as alteracdes nas
comunidades microbianas e determinar quais 0s principais micro-
organismos envolvidos nos processos de degradacdo de diferentes
biocombustiveis.

. Avaliar temporalmente a influéncia do hidrogénio sobre as
limitagcGes termodindmicas causadas as reacOes de degradagdo dos
compostos aromaticos presentes no B20.

. Realizar estudos para determinar a procedéncia do acetato,
como por exemplo, por meio da utilizagdo de is6topos de carbono, a fim
de fornecer uma melhor compreensdo dos processos de degradacdo, uma
vez que 0 acetato pode ser proveniente de diversas rotas de
biodegradacdo e, até mesmo introduzido por meio de injeces.
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APENDICE A — Caélculos Elaborados para Determinagdo do
Consumo de Acetato Via Diferentes Processos Redox

Primeiramente, as concentracbes medidas dos receptores de
elétrons (O, e NOy) e das espécies reduzidas (Fe**, S e CH,) nos
diferentes periodos amostrais foram transformadas de mg.L™ para
mol.L™ utilizando a equag&o abaixo:

m
PM XV

Molaridade =

em que,

m = massa do composto (g)
PM = peso molecular do composto (g.mol™1)

V = volume (L)

TABELA A.l. Relagbes Molares para o Consumo de Acetato via
Diferentes Processos Redox.

Processos redox Relac¢&o molar
Respiragéo aerébia | 1:1,22 (O,: CH;COO)
Nitrato-reducdo | 1:1,47 (NO3 : CH3COOQ)
Ferro-reducéo 1:0,3 (Fe”": CH;CO0)
Sulfato-reducdo | 1:1,09 (S°: CH;COO)
Metanogénese 1:1,05 (CH,4: CH3CO0))
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Considerando as relagdes molares contidas na tabela abaixo,
observa-se que para o consumo de 1 mol dos receptores oxigénio e
nitrato, sdo utilizados 1,22 e 1,47 moles de acetato, respectivamente. Ao
mesmo tempo, para a producdo de 1 mol das espécies reduzidas ferro
ferroso, sulfeto e metano, 0,3; 1,09 e 1,05 moles de acetato sdo
consumidos, respectivamente. Assim, as concentragdes molares dos
receptores de elétrons e das espécies reduzidas foram multiplicadas por
sua relacdo molar correspondente para determinar os moles de acetato
consumidos em cada processo redox, nos diferentes periodos avaliados.
O total de acetato consumido (M) € calculado pela soma do consumo via
respiracdo aerdbia, nitrato-reducdo, ferro-reducdo, sulfato-reducdo e
metanogénese.



TABELA A.2. Consumo de Acetato (M) em Diferentes Periodos na Fonte de Contaminagdo, PM9 e PM15.

Tempo Consumo de acetato (mol.L ") em diferentes processos redox
PO%O 1 (anos) : % >
0O, NO; Fe S CH, Total
0,3 0,000013 0,000001 0,000936 0,000001 0,000100 | 0,001052
0,7 0,000029 0,000001 0,000075 0,000000 0,001146 | 0,001251
FONTE 1,0 0,000015 0,000001 0,000022 0,000001 0,000557 | 0,000596
14 0,000010 0,000001 0,000024 | 0,000000 0,000103 | 0,000139
2,0 0,000003 0,000001 0,000035 0,000001 0,000016 | 0,000055
0,3 0,000008 0,000001 0,000024 | 0,000000 0,000010 | 0,000044
0,7 0,000013 0,000020 0,000041 0,000001 0,000249 | 0,000325
PM9 1,0 0,000021 0,000017 0,000049 0,000012 0,000398 | 0,000496
14 0,000019 0,000001 0,000033 0,000005 0,000512 | 0,000571
2,0 0,000008 0,000006 0,000193 0,000005 0,000226 | 0,000439
1,0 0,000011 0,000161 0,000000 0,000000 0,000033 | 0,000205
PM15 1,4 0,000011 0,000299 0,000000 0,000000 0,000033 | 0,000343
2,0 0,000008 0,000232 0,000000 0,000000 0,000033 | 0,000273

602
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Com os resultados do acetato total consumido nos diferentes
periodos amostrais, foi determinada a contribuicdo de cada processo
redox pela determinacio da concentracdo (mg.L™") de acetato
consumido. A conversdo foi realizada utilizando a relagéo abaixo:

=  Tomando como exemplo o pogo: Fonte; tempo = 0,3 ano:

Acetato total consumido: 0,0010522 mol.L™

Acetato consumido na respiracio aerébia: 0,000013 mol.L™
1 mol de acetato = 59,0440 g (peso molecular)

Acetato total consumido = 62,13 mg.L™

Acetato consumido na respiracio aerébia = 0,79 mg.L™

TABELA A.3. Consumo de Acetato (mg.L™) em Diferentes Periodos na
Fonte de Contaminacdo, PM9 e PM15.

Consumo de acetato (mg.L™) em diferentes
Tempo processos redox

Poco
(anos) o .
0O, NO; Fe S= CH,; | Total

0,3 0,7879 0,0700 | 55,2847 | 0,0883 58980 | 62,13

0,7 1,7334 0,0700 4,4088 0,0120 | 67,6517 | 73,88

FONTE 1,0 0,9005 0,0700 1,3036 0,0321 | 32,8723 | 35,18

14 0,5853 0,0700 1,4273 0,0000 6,0901 8,17

2,0 0,1801 0,0350 2,0680 0,0562 0,9225 3,26

0,3 0,4953 0,0672 1,4463 | 0,0050 0,5665 2,58

0,7 0,7879 1,2080 2,4296 0,0622 | 14,7265 | 19,21

PM9 1,0 1,2381 0,9955 2,8673 0,6864 | 23,4835 | 29,27

1,4 1,1256 0,0700 1,9570 0,2850 | 30,2591 | 33,70

2,0 0,4953 0,3831 | 11,4185 | 0,2689 | 13,3356 | 25,90

1,0 0,6753 9,5187 0,0025 0,0020 1,9323 | 12,13

PM15 14 0,6753 | 17,6375 | 0,0025 0,0040 1,9323 | 20,25

2,0 0,4502 | 13,7181 | 0,0025 0,0050 1,9323 | 16,11
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APENDICE B — Célculos Elaborados para Determinacdo do
Consumo de Oxigénio e Produgdo de Nitrato Via Oxidagdo
Completa do fon Aménio (NH,") no PM15.

TABELA B1. Concentracdes (mg.L™ e mol.L™) de nitrato e
oxigénio dectadas no PM15 nivel 2m, ao longo do tempo.

Tempo NO3- NO3- 02 Oz
(anos) | (mg.L™ (mol.L™Y | (mg.L™" | (mol.L™)
0,3 28,1 4,5x10™ 0,6 1,9x10°
0,7 39,3 6,3x10™ 0,2 6,2x10°°
1,0 32,5 5,2x10™ 0,3 9,4x10°®
1,4 19,9 3,2x10™ 0,3 9,4x10°®
2,0 10,1 1,6x10™ 0,2 6,2x10°°
i _ m
Molaridade = XV

Peso molecular do NO3 = 62 g.mol™
Peso molecular do O, = 32 g.mol™*
e Tempo =0,3ano:

Considerando a reacdo de oxidacdo completa do fon ambnio
(nitrificacdo), 2 moles de oxigénio seriam necessarios para producdo de
1 mol de nitrato:

NH," +20, — NOz + H,0 + 2H"

Assim, para producdo de 4,5 x10™ moles de nitrato (ou 28,1
mg.L™), seriam necessarios 9 x10™ moles de oxigénio ou 28,9 mg.L™.
Porém, a concentracdo de 0,6 mg.L™ foi detectada, sendo esta muito
inferior a concentragdo necessaria calculada de acordo com as relagdes
estequiomeétricas, ndo havendo possibilidade de nitrificacdo com esta
disponibilidade de oxigénio. A mesma conclusdo foi observada para os
outros periodos considerados.
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APENDICE C - Calculos Termodinamicos Elaborados para as
Diferentes ReacGes de Degradacdo nas Condigdes Padrdo

Os célculos termodindmicos elaborados para as reagdes nas
condi¢cbes padrdo (A4G°) foram conduzidos por meio da seguinte
equacéo:

AG® = Y(AGy Produtos x a) — Y,(AG; Reagentes x b)
em que:

AG°® = variagdo da energia livre de Gibbs nas condi¢cGes padrdo
(concentracdo de 1M do soluto, temperatura de 25°C e pressdo de 1 atm)
Y.[AG Produtos] = soma do AGyormacio a 25°¢ 40s produtos (kJ.mol™)
2[AGf Reagentes] = soma do AGyormacio a 25°¢ d0S reagentes (kJ.mol™)
aeb = coeficientes estequiométricos das reacGes analisadas

Os valores de AGsormacao d0S COMpostos avaliados nas reagoes
obtidos em Thauer et al. (1977), Lalman et al. (2000) e Dolfing et al.
(2009) foram disponibilizados na tabela abaixo.

TABELA C.1. Valores de AGformacao d0S compostos avaliados nas
reacOes de degradacéo.

Composto | AGormacio a 25°C
DCeHs 124,8
DH,0 -237,178

WCH,Co0 -369,41
Oy -39,87
TR, 0
Dco, -394,359
DCH, -50,75

¢ )C18H3302 -239,6
DC,Hg 114,22

YHco -586,85
©IC10Hg 307,24

Nota: *Valor de AGs para pH = 7. **Valor de AGt considerando H, na fase
gasosa (atm). ® Thauer et al. (1977); ® Lalman et al. (2000); ® Dolfing et al.
(2009).
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= Tomando como exemplo a reacdo de fermentacdo do benzeno
descrita abaixo, o0 seguinte célculo foi realizado para
determinacao do AG®:

CeHe + 6H20 — 3CH3COO_ + 3H+ + 3H2

4G° = ((—369,41 x3) + (—39,87x3) + (0x3))
—((124,5x1) + (237,18 x6))
AG° = ((—1108,23) + (—119,61) + (0)) — ((124,5) + (—1423,07))

AG° = 470,728 kj.mol™1
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APENDICE D - Calculos Elaborados nas Condicdes Ambiente
para Verificacdo da Viabilidade Termodindmica das Reacdes de
Degradagdo do Benzeno e Naftaleno

Os célculos termodindmicos nas condi¢des ambiente (AG) foram
previamente descritos no item 7.4. Assim, neste apéndice serdo
detalhados os valores considerados nos célculos.

TABELA D.1. Valores de AGfyrmacao d0s compostos avaliados nas
reacOes de degradacdo do benzeno e naftaleno.

Composto | AGrormacao a 25°C
BCH, 124,8
BH,0 -237,178

YCH,Cco0 -369,41
Ty 0
@Y, +17,72

®IC1oHs 307,24

Nota: *Valor de AG¢para pH # 7. **Valor de AG¢ considerando H, dissolvido
na fase aquosa (M). ) Thauer et al. (1977); ® Amend e Shock (2001)"; ©
Dolfing et al. (2009).

= Tomando como exemplo a mesma reacdo de fermenta¢do do
benzeno descrita anteriormente neste apéndice e, as condi¢des
do experimento aos 0,4 ano apés a liberagdo, na fonte de
contaminagdo, nivel = 2m; para uma concentragdo de H,
dissolvido = 107M.

46°=((—369,41x3) + (0x3) + (+17,72x 3))
—((124,5x1) + (237,18 x6))

AG° = +243,498 kJ.mol™!

" AMEND, J.P.; SHOCK, E.L. Energetics of overall metabolic reactions of
thermophilic and hyperthermophilic Archaea and Bacteria. FEMS
Microbiology Reviews. v. 25, n. 2, p. 175-243, Apr, 2001.
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Dados do sistema:

AG® = +243,498 kj.mol™?

R = 0,008314

T = 298,15 (25°C)

[CeHe] = 1,1075 x 10°M (0,9 mg.L™)
[CHsCO07 =22 x 10°M (131 mg.L™)
[H]=3,2 x 10° (10*° ou pH = 4,5)
[Ho]=10"M

Considerando a equagdo 7.4:

[Produtos]?
[Reagentes]P

AG = AG°+RTIn

AG

= +243,498

[(2,2x1073)3x (3,2 x 1075)3x (1077)3]
[(1,1075 x 1076)1]

+(0,008314 x 298,15)x In

AG = + 29,36 kJ.mol™*
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APENDICE E - Calculos Elaborados para Quantificagdo de
Micro-Organismos na Curva de Calibracdo e nas Amostras de
Agua Subterranea.

A equacdo proposta por Beller et al. (2002), readequada por Da
Silva e Alvarez (2004), foi utilizada no presente trabalho. Esta equacéao
é baseada nas seguintes considerac@es; i) 0 conjunto de iniciadores e
sondas é compativel com a sequéncia de genes alvo existente em
qualquer micro-organismo que contenha esta informagdo genética (ndo
somente nas cepas padrdo utilizadas); ii) o tamanho aproximado do
genoma, em milhGes de pares de base (Mpb), da cepa padrdo utilizada
deve ser consultado; iii) em virtude da diversidade genética microbiana
encontrada em amostras ambientais, foi necessario padronizar que
9,1257 x 10™ pares de bases (pb) estdo presentes em cada pg de DNA
(conforme observado no genoma de Escherichia coli); iv) e que hd um
determinado nimero de coOpias de gene por genoma de cada cepa
padrdo. Assim, a seguinte equacdo foi utilizada:

< 1 g
Copias de gene _ [DNA padraol ()

uL Tamanho da cepa (zeana)) ( ug de DNA Genoma

9,1257 x 1014pb Cépias de gene
) % ( )

Para dar seguimento aos calculos, algumas informagfes com
relacdo a caracteristica gendmica dos micro-organismos utilizados para
construir a curva de calibragdo sdo necessarias. Tais informagdes estdo
disponibilizadas na tabela abaixo.
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TABELA E.1. Caracteristicas Genbmicas dos Micro-
organismos Utilizados para Construcdo da Curva de Calibragéo.

[DNA ®Tamanho Copias de
Micro-organismo padréo] da cepa P 1
(gl (Mpb) gene.genoma
Pseud_omonas 0,1095 6,6 4
aeruginosa
Geobacter 0,1095 4,01 2
metallireducens
Methanocqccus 0,1095 18 3
maripaludis

Nota: 'NCBI°. ~Michigan State University — Microbiology and Molecular
Genetics’.

Para construir a curva de calibracdo, aliquotas de DNA
microbiano padrdo foram diluidas em série (de 10 até 10™) e, foram
plotados em um gréafico a concentracdo (copias de gene.uL™) e os
valores de CT (cycle threshold) correspondentes até a obtencdo da
equacao da reta, a qual foi posteriormente utilizada para quantificacdo
dos micro-organismos presentes nas amostras de agua subterranea. Para
guantificar os micro-organismos na agua subterrdnea e expressar o
resultado em copias de gene por sélidos suspensos totais, a equacdo
abaixo foi utilizada, considerando a massa de solidos suspensos retida
nos filtros:

Copias de gene _ (Cc’)pias de gene) ( Reacdo ) (100uL de DNA)

gdeSS Reagdo 2uL de DNA g DNA

O numero de copias de gene é obtido por meio da equacdo da
reta, da curva de calibragdo correspondente. O termo “reacdo” se refere
ao volume de DNA utilizado na reacdo em cadeia da polimerase (2uL).
Em seguida, multiplica-se pelo volume de DNA obtido em cada amostra
(100 pL). Por fim, para possibilitar a expressdao dos resultados em
copias de gene.g”, divide-se pelo valor da massa seca (s6lidos
suspensos totais, em grama) retida nos filtros.

® NCBI - National Center for Biotechnology Information. US National Library
of Medicine. Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/.

® Michigan State University — Microbiology and Molecular Genetics.
Disponivel em: http://rrndb.mmg.msu.edu/search.php.
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(" Produto: Data de carregamento: Placa do caminhdo: N
L Biodiesel (rota metilica) l 1 J
(Data de Validade do Laudo Analitico: | Laudo Emitido em: Volume total do lote: i
L 01.04.2010 J 01.03.2010 ] 2.475.400 litros )
Data de Fabricagdo: NUmero do Lote: Numero Laudo Analitico: ]
17.02.2010 a 23.02.2010 J 008/2010 ] 008/2010 )
[ Item Analitico Unidade Resultado Especificagdo (1) Métodos ]
Aspecto a 20°C - Limpido e isento de impurezas |Limpido e isento de impurezas Visual
Massa Especifica a 20°C kg/m3 881,48 850 - 900 ASTM D 4052
Viscosidade Cinematica a 40°C mm2/s 4,567 3,0-6,0 ASTM D 445
Teor de agua mg/kg 232 maximo 500 ASTM D 6304
Contaminagdo Total mg/kg 11,47 maximo 24 EN 12662
Ponto de Fulgor °C 122 minimo 100,0 ASTM D 93
Teor de Ester (2) % massa 97,0 minimo 96,5 EN 14103
Residuo de Carbono (100% da amostra) | % massa 0,0165 maximo 0,050 ASTM D 4530
Cinzas Sulfatadas % massa 0,0039 maximo 0,020 ASTM D 874
Enxofre Total (3) mg/kg 0,5 méximo 50 ASTM D 5453
Sodio + Potassio mg/Kg 1,11 maximo 5 EN 14538
Célcio + Magnésio mg/kg 1,092 maximo 5 EN 14538
Fésforo mg/kg < 0,0129 maximo 10 ASTM D 4951
Corrosividade ao Cobre - ib méximo 1 ASTM D 130
Ponto de Entupimento de Filtro a Frio °C -4 maximo 19 ASTM D 6371
indice de Acidez mg KOH/g 0,406 méximo 0,50 ASTM D 664
Glicerina Livre % massa 0,004 maximo 0,02 ASTM D 6584
Glicerina Total % massa 0,245 méximo 0,25 ASTM D 6584
Monoglicerideos % massa 0,757 Anotar ASTM D 6584
Diglicerideos % massa 0,205 Anotar ASTM D 6584
Triglicerideos % massa 0,139 Anotar ASTM D 6584
Metanol (4) % massa < 0,05 maximo 0,20 EN 14110
Indice de Iodo g/100g 123,21 Anotar EN 14111
Estabilidade a Oxidagdo a 110°C horas 11,54 minimo 6 EN 14112

(1) Conforme Resolugso ANP N° 7, de 19.03.2008 - DOU 20.03.2008.

(2) Andlise realizada no Laboratdrio - Bioagri Piracicaba/SP.

(3) Andlise realizada no Laboratdrio de Combustiveis da UFRGS - Porto Alegre/RS.
(4) Quando a andlise de ponto de fulgor resultar em valor superior a 130°C, fica dispensada a andlise de teor de metanol ou etanol. Analisado o Laboratdrio Bioagri - Piracicaba/SP.

Matérias-primas: Metanol + Oleo Degomado de Soja (100%) % \ C A

Aditivo: Antioxidante

CRQ 05302605 - 52 Regido / CREA 10.471D

Controle de Qualidade - BSBIOS Industria e Comércio de Biodiesel Sul Brasil S/A
BR 285, km 174, s/n° - Distrito Industrial - Passo Fundo - Rio Grande do Sul - (0xx54)2103-7100 - www.bsbios.com
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PRODUTO: OLEO DIESEL Pagina 1 de 6
Data: 18/02/2009 N°FISPQ: Pb0091_P Versdo: 0.4P Anula e substitui versdo: todas anteriores
1 - IDENTIFICAGAO DO PRODUTO E DA EMPRESA

Nome do produto:

Cadigo interno de identificacao:
Nome da empresa:

Endereco:

Telefone:

2 -
>>>PREPARADO
Natureza quimica:
Sinénimos:
Registro CAS:

Ingredientes ou impurezas que
contribuam para o perigo:

3 - IDENTIFICAGAO DE PERIGOS
PERIGOS MAIS IMPORTANTES

- Perigos fisicos e quimicos:

- Perigos especificos:

EFEITOS DO PRODUTO

- Principais sintomas:

g

Inalagao:

Contato com a pele:

Contato com os olhos:

OLEO DIESEL INTERIOR.

Pb0091.

Petréleo Brasileiro S. A.

Avenida Chile, 65.

20035-900 Rio de Janeiro (RJ) Brasil
0800-78-9001

COMPOSIGAO E INFORMAGAO SOBRE OS INGREDIENTES

Hidrocarbonetos.

Oleo diesel tipo B.

Oleo diesel (CAS 68476-30-2).

Hidrocarbonetos parafinicos;

Hidrocarbonetos nafténicos;

Hidrocarbonetos aromaticos: 10 - 40 % (v/v);

Enxofre (CAS 7704-34-9, organico): max. 0,35 % (p/p);
Compostos nitrogenados: impureza;

Compostos oxigenados: impureza;

Aditivos.

Liquido inflamavel.
Produto inflamavel.

Por inalagdo pode causar irritagao das vias aéreas superiores, dor de
cabega, nduseas e tonteiras.

MEDIDAS DE PRIMEIROS SOCORROS

Remover a vitima para local arejado. Se a vitima ndo estiver
respirando, aplicar respiragdo artificial. Se a Vvitima estiver
respirando, mas com dificuldade, administrar oxigénio a uma vazao
de 10 a 15 litros / minuto. Procurar assisténcia médica
imediatamente, levando o rétulo do produto, sempre que possivel.

Retirar imediatamente roupas e sapatos contaminados. Lavar a pele
com agua em abundancia, por pelo menos 20 minutos,
preferencialmente sob chuveiro de emergéncia. Procurar assisténcia
médica imediatamente, levando o rétulo do produto, sempre que
possivel.

Lavar os olhos com &agua em abundéancia, por pelo menos 20
minutos, mantendo as palpebras separadas. Usar de preferéncia um
lavador de olhos. Procurar assisténcia médica imediatamente,
levando o rétulo do produto, sempre que possivel.
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Ingestao:

Notas para o médico:

N&o provocar vémito. Se a vitima estiver consciente, lavar a sua
boca com agua limpa em abundancia e fazé-la ingerir agua. Procurar
assisténcia médica imediatamente, levando o rétulo do produto,
sempre que possivel.

Em caso de contato com a pele e/ou com os olhos n&o friccione as
partes atingidas.

5 - MEDIDAS DE COMBATE A INCENDIO

Meios de extingao apropriados:

Métodos especiais:

Protegao dos bombeiros:

Espuma para hidrocarbonetos, pé quimico e diéxido de carbono
(COy).

Resfriar tanques e containers expostos ao fogo com agua,
assegurando que a agua nédo espalhe o diesel para areas maiores.
Remover os recipientes da area de fogo, se isto puder ser feito sem
risco. Assegurar que ha sempre um caminho para escape do fogo.

Em ambientes fechados, usar equipamento de resgate com
suprimento de ar.

6 - MEDIDAS DE CONTROLE PARA DERRAMAMENTO OU VAZAMENTO

Precaugdes pessoais
- Remogao de fontes de ignigao:

- Controle de poeira:
Precaugoes ao meio ambiente:

Métodos para limpeza
- Recuperagao:

- Neutralizagao:
- Disposigao:

Nota:

Eliminar todas as fontes de ignigcao, impedir centelhas, fagulhas,
chamas e nao fumar na drea de risco. Isolar o vazamento de todas
as fontes de ignigao.

Né&o se aplica (produto liquido).

Estancar o vazamento se isso puder ser feito sem risco. Nao
direcionar o material espalhado para quaisquer sistemas de
drenagem publica. Evitar a possibilidade de contaminagéo de aguas
superficiais ou mananciais. Restringir o vazamento a menor area
possivel. O arraste com agua deve levar em conta o tratamento
posterior da 4gua contaminada. Evitar fazer esse arraste.

Recolher o produto em recipiente de emergéncia, devidamente
etiquetado e bem fechado. Conservar o produto recuperado para
posterior eliminag&o.

Absorver com terra ou outro material absorvente.

Nao dispor em lixo comum. N&o descartar no sistema de esgoto ou
em cursos d'agua. Confinar, se possivel, para posterior recuperagéo
ou descarte. A disposicdo final desse material devera ser
acompanhada por especialista e de acordo com a legislagao
ambiental vigente.

Contactar o 6rgdo ambiental local, no caso de vazamento ou
contaminag&o de aguas superficiais, mananciais ou solos.
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7 - MANUSEIO E ARMAZENAMENTO

MANUSEIO
Medidas técnicas:

- Prevengéo da exposi¢éo do trabalhador:
Orientagoes para manuseio seguro:
ARMAZENAMENTO

Medidas técnicas:

Condigoes de armazenamento
- Adequadas:

Produtos e materiais incompativeis:

Providenciar ventilagao local exaustora onde os processos assim o
exigirem. Todos os elementos condutores do sistema em contato
com o produto devem ser aterrados eletricamente. Usar ferramentas
anti-faiscantes.

Utilizar equipamentos de protegdo individual (EPI) para evitar o
contato direto com o produto.

Manipular respeitando as regras gerais de seguranga e higiene
industrial.

O local de armazenamento deve ter o piso impermeavel, isento de
materiais combustiveis e com dique de contengédo para reter o
produto em caso de vazamento.

Estocar em local adequado com bacia de contengéo para reter o
produto, em caso de vazamento, com permeabilidade permitida pela
norma ABNT-NBR-7505-1.

Oxidantes.

8 - CONTROLE DE EXPOSIGAO E PROTEGAO INDIVIDUAL

Medidas de controle de engenharia:

Parametros de controle

- Limites de exposigéo ocupacional

- Valor limite (EUA, ACGIH):
Equipamento de Protecgao Individual
- Protegao respiratoria:

- Protegao das méos:
- Protegao dos olhos:

Precaucgdes especiais:

Medidas de higiene:

Manipular o produto em local com boa ventilagdo natural ou
mecanica, de forma a manter a concentragao de vapores inferior ao
Limite de Tolerancia.

Névoa de 6leo:  TLV/TWA: 5 mg/m®.

Em baixas concentragdes, usar respirador com filtro quimico para
vapores organicos. Em altas concentragdes, usar equipamento de
respiragéo auténomo ou conjunto de ar mandado.

Luvas de PVC em atividades de contato direto com o produto.

Nas operagées onde possam ocorrer projegdes ou respingos,
recomenda-se o uso de 6culos de seguranga ou protetor facial.

Manter chuveiros de emergéncia e lavador de olhos disponiveis nos
locais onde haja manipulagao do produto. Evitar inalagéo de névoas,
fumos, vapores e produtos de combustao. Evitar contato do produto
com os olhos e a pele.

Higienizar roupas e sapatos apds o uso. Métodos gerais de controle
utilizados em Higiene Industrial devem minimizar a exposi¢do ao
produto. N&o comer, beber ou fumar ao manusear produtos
quimicos. Separar as roupas de trabalho das roupas comuns.
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9 - PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS
Aspecto
- Estado fisico: Liquido limpido (isento de material em suspensao).
- Cor: Vermelho intenso (adigao de corante conforme legislagao).
- Odor: Caracteristico.
- Faixa de destilagao: 100 a 400 °C @ 101,325 kPa (760 mmHg); Método: NBR-9619.
Temperatura de decomposigao: 400 °C.

Ponto de fulgor:
Densidade:
Solubilidade

- Na agua:

- Em solventes organicos:

Viscosidade:

38,0 °C Min; Método NBR-7974.
0,82 -0,88 @ 20 °C; Método NBR-7148.

Desprezivel.
Soluvel.
2,5-5,5 Cst @ 40 °C; Método: D445/NBR-10441.

10 - ESTABILIDADE E REATIVIDADE

Condigoes especificas

Instabilidade:

Estavel sob condigdes normais de uso.

Materiais / substancias incompativeis:  Oxidantes.
Produtos perigosos de decomposicao: Hidrocarbonetos de menor e maior peso molecular e coque.

11 - INFORMAGOES TOXICOLOGICAS

Toxicidade aguda

- Contato com a pele:
- Ingestao:
Sintomas:

Efeitos locais
- Inalagéo:

- Contato com a pele:

- Contato com os olhos:

- Ingestéao:
Toxicidade crénica
- Contato com a pele:

Névoa de dleo: DL50 (coelho) > 5 g/kg.
Névoa de dleo: DL50 (rato) > 5 g/kg.

Por inalagédo pode causar irritagéo das vias aéreas superiores, dor de
cabega, nauseas e tonteiras.

Irritagé@o das vias aéreas superiores. Podem ocorrer dor de cabeca,
nauseas e tonteiras.

Contatos ocasionais podem causar lesées irritantes.
Irritagéo com vermelhidao das conjuntivas.
Pode causar pneumonia quimica por aspiragéo durante o vémito.

Contatos repetidos e prolongados podem causar dermatite.
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12 - INFORMAGOES ECOLOGICAS
Mobilidade: Moderadamente volatil.

Ecotoxicidade
- Efeitos sobre organismos aquaticos:

- Efeitos sobre organismos do solo:

Pode formar peliculas superficiais sobre a 4gua. E moderadamente
téxico a vida aquatica. Derramamentos podem causar mortalidade
dos organismos aquaticos, prejudicar a vida selvagem,
particularmente as aves. Pode transmitir qualidades indesejaveis a
4gua, afetando o seu uso.

Pode afetar o solo e, por percolagédo, degradar a qualidade das
aguas do lengol fredtico.

13 - CONSIDERAGOES SOBRE TRATAMENTO E DISPOSICAO

Métodos de tratamento e disposicao
- Produto:

- Residuos:
- Embalagens usadas:

14 -
Regulamentagdes nacionais

Vias terrestres (MT, Resolugao
420/2004):

15 - REGULAMENTAGOES
Etiquetagem
Classificagao conforme NFPA:

Regulamentacao conforme CEE:

Classificagdes / simbolos:

O tratamento e a disposicdo do produto devem ser avaliados
tecnicamente, caso a caso.

Descartar em instalagdo autorizada.
Descartar em instalagdo autorizada.

INFORMAGOES SOBRE TRANSPORTE

Numero ONU: 1202

Nome apropriado para OLEO DIESEL.
embarque:

Classe de risco: 3

Risco subsidiario: -

Numero de risco: 30

Grupo de embalagem: Il

ProvisGes especiais: -

Quantidade isenta: 333 kg.

Incéndio: 2
Salde: 1
Reatividade: 0
Outros: Nada consta.

Rotulagem obrigatéria (auto classificagdo) para substancias

perigosas: aplicavel.
NOCIVO (Xn).
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Frases de risco: R11 Substancia inflamavel.
R40 Pode causar danos irreversiveis a salde.
R65 Nocivo. Pode causar danos nos pulmdes.
Frases de seguranga: S02 Manter longe do alcance de criangas.
S24 Evitar contato com a pele.
S36/37 Usar roupas protetoras e luvas adequadas ao tipo de
atividade.
S61 Evitar liberagdo para o meio ambiente - consultar
informagdes especificas antes de manusear.
S62 Nao provocar vémito apés ingestéo e consultar assisténcia

16 - OUTRAS INFORMAGOES
Referéncias bibliograficas:

Nota:

médica imediatamente.

Segao 14: Regulamento do Transporte Terrestre de Produtos
Perigosos do Ministério de Transporte (Resolugdo 420 de 12 de
fevereiro de 2004).

As informagées e recomendagbes constantes desta publicagédo
foram pesquisadas e compiladas de fontes idéneas e capacitadas
para emiti-las, sendo os limites de sua aplicagdo os mesmos das
respectivas fontes. Os dados dessa ficha de informacées referem-se
a um produto especifico e podem nao ser validos onde este produto
estiver sendo usado em combinagédo com outros. A Petrobras
esclarece que os dados por ela coletados sao transferidos sem
alterar seu contetido ou significado.
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