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RESUMO

O aumento da demanda mundial de energia, associada a preocupacgio
com aspectos ambientais e a finitude das reservas de petrdleo, resultou
na introdugdo do biodiesel na matriz energética brasileira, por meio de
sua adi¢do ao diesel. Porém, a crescente obrigatoriedade de adigdo de
biodiesel ao diesel comercial brasileiro pode acarretar na contaminagéo
de aguas subterraneas em virtude de derramamentos acidentais durante a
producdo, transporte e utilizagdo deste biocombustivel. Assim, torna-se
necessario o conhecimento de formas adequadas de tratamento de
aquiferos contaminados por essas misturas. Neste contexto, um
experimento em campo foi conduzido para avaliar o potencial da
bioestimulagdo combinada dos processos de ferro e sulfatorreducdo na
aceleracdo da degradagdo do biodiesel e dos hidrocarbonetos aromaticos
do diesel, presentes na mistura diesel B20 (20% de biodiesel e 80% de
diesel v/v). Para tanto, 100L de diesel B20 foram liberados diretamente
no lengol freatico e foram adicionados 100 kg de 6xidos de ferro
recuperados do tratamento da drenagem 4acida de mina (DAM) e 2 kg de
acetato de amonio, com o intuito de estimular o crescimento de micro-
organismos sob condi¢des ferro e sulfatorredutoras, uma vez que o
produto recuperado do tratamento da DAM contém também sulfato em
sua composicdo. A fim de avaliar os beneficios desta tecnologia de
bioestimulagdo ativa, os resultados obtidos foram comparados com um
experimento adjacente com diesel B20, em condi¢cdes de atenuagdo
natural monitorada (ANM). Os resultados demonstraram que a presenca
dos o6xidos de ferro recuperados do tratamento da DAM e acetato de
amonio acelerou a biodegradag¢do do diesel B20, resultando em baixas
concentracdes dissolvidas de BTEX e HPA's ao longo de 18 meses de
monitoramento do experimento, quando comparada a ANM. A rapida
degradacdo do diesel B20 e a manuten¢do de baixas concentragdes
dissolvidas de hidrocarbonetos aromaticos foi atribuida ao crescimento
de micro-organismos especificos capazes de utilizar acetato, biodiesel e
os hidrocarbonetos aromaticos como substratos em condi¢oes ferro e
sulfatorredutoras. Os micro-organismos da familia Peptococcaceae
(géneros:  Desulfosporosinus  spp., Desulfotomaculum  spp. e
Desulfurispora spp.) e as bactérias do género Geobacter ¢ Goutal9
foram os principais micro-organismos envolvidos na biodegradagdo do
diesel B20. A répida biodegradagdo dos contaminantes aromaticos do
diesel B20 demonstrou que a aplicagdo de o6xidos de ferro recuperados
do tratamento da DAM e acetato de amodnio, com o intuito de promover
a bioestimulagdo conjunta dos processos de ferro e sulfatorreducdo, ¢



uma interessante abordagem de tratamento para remedia¢do de aguas
subterraneas contaminadas com diesel B20.

Palavras-chave: Agua subterranea, misturas de diesel/biodiesel, BTEX,
HPAs, oxidos de ferro recuperados do tratamento da DAM, acetato de
amonio, ferrorreducio, sulfatorreducio.



ABSTRACT

The increasing worldwide demand for energy and the environmental
concerns associated with transportation fuels have encouraged the
introduction of biodiesel into the Brazilian energy matrix, by adding it
to diesel formulations. Biodiesel growing mandatory blending
percentage in Brazilian commercial diesel increase the likelihood of
contaminating groundwater due to accidental spills during the
production, transportation and use of diesel/biodiesel blends. Therefore,
the study of the appropriate treatments for aquifers contaminated by
diesel/biodiesel blends is needed. A field experiment with B20 (20 %
biodiesel and 80 % diesel, v/v) was conducted to assess the potential for
the combined biostimulation of iron and sulfate reducing bacteria to
enhance BTEX and PAH biodegradation in a diesel/biodiesel blend-
contaminated groundwater. 100L of B20 were released directly into the
water table and 100Kg of iron oxides recovered from acid mine drainage
(AMD) treatment and 2Kg of ammonium acetate were used to stimulate
iron and sulfate-reducing conditions, since the product recovered from
AMD also contains sulfate. In order to evaluate the benefits of the
biostimulation technology, a B20 field experiment under monitored
natural attenuation (MNA) was used as a baseline control. The
application of iron oxides recovered from AMD treatment and
ammonium acetate accelerated B20 biodegradation and maintained low
dissolved concentrations of BTEX and polycyclic aromatic
hydrocarbons over along 18 months of monitoring the experiment, as
compared to the baseline control experiment under MNA. The observed
low aromatic compound dissolved concentrations were attributed to the
growth of specific micro-organisms capable of degrading acetate,
biodiesel and aromatic hydrocarbons under iron and sulfate reduction
conditions. The key players responsible for the rapid B20 attenuation
were bacteria of the Peptococcaceae family (Desulfosporosinus spp.,
Desulfotomaculum spp. e Desulfurispora spp.) and bacteria of the
Geobacter and Goutal9 genus. The rapid B20 biodegradation and the
use of a low cost and sustainable product suggest that the application of
iron oxides recovered from AMD treatment and ammonium acetate, in
order to promote combined iron and sulfate reduction, is an interesting
approach to treat groundwater contaminated with B20.

Keywords: Groundwater, diesel/biodiesel blends, BTEX, PAH, iron
oxides recovered from AMD treatment, ammonium acetate, iron
reduction, sulfate reduction.
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NBR — Norma Brasileira

NCBI - National Center for Biotechnology Information
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NTA — Nitrilotriacetic Acid (Acido Nitrilotriacético)
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TOXNET - Toxicology Data Network
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVAS

O aumento da demanda mundial de energia, associado a
crescente preocupacdo com aspectos ambientais e a finitude das reservas
de petréleo, resultou na geracdo de combustiveis alternativos aos
combustiveis fosseis, diversificando e ampliando a matriz energética.
Neste contexto, surgiram os combustiveis derivados de biomassa
renovavel, denominados biocombustiveis (BRASIL, 2005), nos quais o
biodiesel recebe destaque. O biodiesel ¢ uma mistura de metil/etil
ésteres de acidos graxos obtidos através da transesterificacdo de oleos
vegetais ou gorduras animais renovaveis, que pode substituir parcial ou
totalmente o 6leo diesel de origem fossil (BRASIL, 2005; KNOTHE et
al., 2006). Assim, o biodiesel tem sido adicionado na matriz energética
mundial na forma de misturas binarias de diesel/biodiesel (BRASIL,
2005). No Brasil, atualmente, hé4 a obrigatoriedade de adicao de 8% de
biodiesel ao diesel comercial, com o planejamento de aumento deste
percentual para 15% no ano de 2020 (BRASIL, 2016).

Para suprir a crescente demanda nacional de biodiesel exigida
pela obrigatoriedade da adicdo deste biocombustivel ao diesel
comercial, a producdo de biodiesel no Brasil aumentou em 50 vezes,
desde o ano de 2006 (ANP, 2015). O aumento do uso de misturas de
diesel/biodiesel pode acarretar na contaminagdo de aguas subterraneas
em virtude de derramamentos acidentais durante a produgdo, transporte
e utilizagdo deste biocombustivel. Embora o biodiesel seja um composto
biodegradavel (MARIANO et al., 2008; PASQUALINO; MONTANE;
SALVADO, 2006; SENDZIKIENE et al., 2007) as misturas de
diesel/biodiesel contém BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos)
e HPAs (hidrocarbonetos policiclicos aromaticos), que sdo compostos
recalcitrantes e carcinogénicos (USEPA, 1998) sendo, portanto, os
constituintes que apresentam maior preocupagdo ambiental no caso de
uma contaminagdo com estes biocombustiveis. Adicionalmente, em
misturas de diesel/biodiesel, os ésteres metilicos do biodiesel podem ser
preferencialmente degradados em relagdo aos compostos aromaticos do
diesel (CHIARANDA, 2011; OWSIANIAK et al., 2009; RAMOS et al.,
2016), causando um retardo na biodegradagdo dos BTEX e HPAs
(BORGES; DIAS; DANKO, 2014; CORSEUIL et al., 2011; YASSINE
et al., 2013). Assim, torna-se importante o conhecimento de formas
adequadas de tratamento de aguas subterraneas contaminadas por
misturas de diesel/biodiesel.
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Dentre as diversas formas de tratamento de ambientes
subsuperficiais contaminados com combustiveis, a biorremediaggo, que
se trata do uso intencional do processo de biodegradacdo para
eliminacdo dos contaminantes, apresenta-se como uma interessante
alternativa para o tratamento de poluentes ambientais encontrados nas
aguas e solos subsuperficiais, pois emprega um sistema bioldgico
natural e de baixo custo que permite a remog¢do permanente de
compostos perigosos (ALVAREZ; PEREZ, 2003). Caso haja
disponibilidade suficiente de nutrientes e receptores de elétrons, a
utilizacdo da técnica de biorremediagdo passiva pode ser considerada
como uma alternativa viavel (WIEDEMEIER et al., 1999). No entanto,
em locais onde a disponibilidade desses compostos ¢ limitada ou a taxa
de atenuacdo natural € muito baixa, as condigdes ambientais podem ser
manipuladas por meio do estimulo da atividade microbiana. Nesse
sentido, tecnologias de remediagdo ativa, como bioestimulacdo aerobia
ou anaerdbia, podem superar as limitagdes existentes na area impactada,
por meio da introdugdo de receptores de elétrons e/ou nutrientes.

No caso de uma contaminagdo de aguas subterraneas por
misturas de diesel/biodiesel, a alta demanda bioquimica de oxigénio
exercida por este biocombustivel resulta no rapido consumo do oxigénio
dissolvido do meio, tornando o ambiente predominantemente anaerdbio
(CORSEUIL et al., 2011; RAMOS et al., 2013; SORENSEN et al.,
2011), o que favorece a aplicagdo de estratégias de remediacdo
anaerobias no tratamento de aquiferos contaminados por misturas desses
combustiveis. A bioestimulacdo anaerdbia pode ser realizada por meio
da introdu¢do de receptores de elétrons alternativos, como nitrato,
Fe(Ill) e sulfato (ALVAREZ; PEREZ, 2003; WIEDEMEIER et al.,
1999) ou pela adicdo de fontes de carbono mais prontamente
assimilaveis que acelerem o estabelecimento de condic¢des
metanogénicas (RAMOS et al., 2013). Os receptores de elétrons que
fornecerem maior rendimento de energia livre para o metabolismo
microbiano serdo preferencialmente utilizados, de acordo com a
hierarquia termodindmica (LOVLEY, 2003). Portanto, os receptores de
elétrons anaerdbios serdo consumidos na seguinte ordem de preferéncia:
nitrato, Fe(Ill), sulfato e didxido de carbono, caracterizando os
processos de nitratorredugdo, ferrorredugdo, sulfatorredugdo e
metanogénese.

Estratégias de bioestimulagdo anaerdbia sdo frequentemente
aplicadas na remediacdo de aquiferos contaminados por combustiveis
(ANDERSON et al., 1998; DORER et al., 2016; REINHARD et al.,
1997; ZHANG et al., 2012). No caso de misturas de diesel/biodiesel,
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experimentos em campo demonstraram que a bioestimulagdo de
condi¢des metanogénicas acelerou a degradagdo dos hidrocarbonetos
aromaticos, quando comparada com a atenuagdo natural monitorada
(RAMOS et al, 2013). Porém, processos metanogénicos sao
energeticamente menos favoraveis e atuam em baixas velocidades de
biodegradagdo quando comparados a outras abordagens anaerdbias,
como a ferro e sulfatorreducao (LOVLEY, 2003; WIEDEMEIER et al.,
1998). No processo de ferrorreduc@o, micro-organismos utilizam ferro
férrico (Fe(Ill)) como receptor de elétrons para conduzir a oxidagdo da
matéria organica, produzindo ferro ferroso (Fe(Il)) como subproduto
metabolico; enquanto no processo de sulfatorredugdo os micro-
organismos obtém energia para a degradacdo dos compostos organicos
por meio da respiragdo com sulfato, reduzindo-o a sulfetos.

A eficiéncia da biodegradacdo de hidrocarbonetos mono (BTEX)
e policiclicos aromaticos via ferrorredugdo (BOTTON et al., 2007;
DORER et al., 2016; KLEEMANN; MECKENSTOCK, 2011; LI et al.,
2014; LOVLEY et al., 1989) e sulfatorredugdo (BOZINOVSKI et al.,
2014; HUANG; KAO, 2016; MECKENSTOCK et al, 2000;
NAKAGAWA et al., 2002; REINHARD et al., 1997, SAFINOWSKI;
MECKENSTOCK, 2006) tem sido amplamente demonstrada; contudo,
pouco se sabe sobre a aplicagdo desses processos para a biodegradagdo
do biodiesel e misturas de diesel/biodiesel. Estudos de laboratdrio
demonstraram que os ésteres metilicos de acidos graxos do biodiesel (do
inglés: fatty acid methyl esters (FAMEs)) sdo -eficientemente
biodegradados via sulfatorredu¢do (AKTAS et al., 2010; WU et al.,
2016) e metanogénese (WU et al., 2015). Além disso, os acidos graxos
de cadeia longa (AGCL) (do inglés: long-chain fatty acids (LCFA)),
compostos hidrolisados do biodiesel, sdo eficientemente oxidados por
micro-organismos sulfatorredutores (RABUS; HANSEN; WIDDEL,
2006; SOUSA et al, 2010) e por uma comunidade especifica de
bactérias ferrorredutoras (Desulfuromonas palmitatis) (COATES et al.,
1995). Ainda, um estudo em microcosmos indicou que micro-
organismos nitratorredutores, sulfatorredutores e metanogénicos estio
envolvidos na biodegradacdo de misturas de diesel/biodiesel
(SORENSEN et al., 2011). Embora micro-organismos ferro e
sulfatorredutores  demonstrem potencial para metabolizar os
hidrocarbonetos aromaticos do diesel e o biodiesel, a aplicagdo conjunta
dos processos de ferro e sulfatorreducdo na remediagdo de aguas
subterrdneas contaminadas por combustiveis ainda nio foi estudada.

A escassez de estudos de bioestimulagdo conjunta dos processos
de ferro e sulfatorredu¢do pode ser justificada pela dificuldade em
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utilizar um composto que resulte no estabelecimento de ambas as
condi¢des redox no aquifero. Nesse sentido, este estudo avalia a
utilizacdo de um produto contendo o6xidos de ferro recuperados no
tratamento da drenagem acida de mina (DAM) para a bioestimulacdo de
ambos os processos de ferro e sulfatorredugdo, uma vez que este produto
contém altas concentragdes de oxidos de ferro e sulfato em sua
composi¢do (ANDERSEN et al., 2012). A DAM ¢ uma solugdo aquosa
formada pela oxida¢do de minerais sulfetados provenientes da atividade
de mineragdo, que se apresenta como um importante contribuinte para a
poluicdo das aguas superficiais, devido a liberagdo de acido sulfurico e
metais dissolvidos (CHENG et al., 2011). Assim, o uso de 6xidos de
ferro recuperados do tratamento da DAM como produto de remediagdo
pode representar uma solu¢do sustentavel para um composto
potencialmente contaminante. Além disso, este composto apresenta-se
como um produto de baixo custo, cuja utilizagdo possibilita a agregacdo
de valor a um residuo produzido em larga escala pelas industrias
carboniferas.

Como os constituintes do diesel e do biodiesel sdo compostos
organicos complexos e de dificil degradagdo, a velocidade inicial de
crescimento microbiano para a oxidacdo destes compostos costuma ser
lenta. A introducdo de uma carga pulso de acetato de amdnio, que atua
como uma fonte de carbono prontamente assimilavel pelos micro-
organismos, pode ser uma alternativa para acelerar e intensificar o
crescimento microbiano. Adicionalmente, estudos que avaliaram a
injecdo de acetato como estratégia para bioestimular o crescimento da
comunidade microbiana em ambientes subsuperficiais, demonstraram
que a utilizacdo deste substrato ¢ capaz de eficientemente estimular o
crescimento de micro-organismos especificos associados aos processos
de ferro e sulfatorredugdo, como, por exemplo, géneros microbianos
pertecentes a familia Geobacteraceae (LIVERMORE et al., 2013;
RAMOS et al., 2014).

Dentro deste contexto, este estudo avalia a remedia¢do de uma
area contaminada por diesel B20 (80% diesel/20% biodiesel de palma
v/v) por meio da adi¢do de 6xidos de ferro recuperados no tratamento da
DAM e acetato de amonio, com o intuito de estimular os processos de
ferro e sulfatorreducdo, além de acelerar e intensificar o crescimento de
comunidades microbianas associadas a estes processos. Sabendo-se que,
em misturas de diesel/biodiesel, os constituintes do biodiesel sdo
preferencialmente degradados em relagdio aos hidrocarbonetos
aromaticos do diesel (CHIARANDA, 2011; OWSIANIAK et al., 2009;
RAMOS et al., 2016), esta estratégia de remediagdo ird primeiramente
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remover os compostos do biodiesel e, subsequentemente, acelerar a
biodegradacdo dos BTEX e HPA’s, compostos de maior preocupagio
ambiental no caso de derramamentos com diesel B20.

1.1 Hipoétese

Considerando o crescente aumento do volume obrigatorio de
adicdo de biodiesel ao diesel comercial brasileiro, a insuficiéncia de
informagdes sobre as formas mais adequadas de tratamento de aguas
subterrdneas contaminadas por misturas de diesel/biodiesel e o potencial
da bioestimulagdo conjunta dos processos de ferro e sulfatorredugio na
remediacdo de 4guas subterrineas contaminadas por esses
biocombustiveis, a seguinte hipdtese foi formulada:

A bioestimulagdo conjunta de processos de ferro e
sulfatorredugdo, promovida a partir da introdugdo de oxidos de ferro
recuperados do tratamento da drenagem dcida de mina e acetato de
amonio, itensificara o crescimento inicial de micro-organismos ferro e
sulfatorredutores, culminando na rapida biodegradagdo dos ésteres
metilicos do biodiesel e, consequentemente, na acelera¢do da
degradagdo dos compostos mono e policiclico aromaticos do diesel na
dgua subterrdnea.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral avaliar a aplicagdo da
bioestimulagdo conjunta dos processos de ferro e sulfatorredugdo na
remediacdo de 4aguas subterrineas impactadas por misturas de
diesel/biodiesel (diesel B20).

2.1 Objetivos especificos
Os objetivos especificos deste estudo sdo:

e Avaliar a aplicabilidade do produto recuperado do
tratamento da DAM e do acetato de amoénio na
biostimulacdo conjunta dos processos de ferro e
sulfatorredugao;

e Avaliar se a estratégia de bioestimulag@o aplicada neste
estudo beneficiou a degradacdo dos hidrocarbonetos
aromaticos do diesel, quando comparada & atenuagdo
natural monitorada do diesel B20;

e Investigar as comunidades microbianas estimuladas
pela introducdo de oxidos de ferro recuperados da
DAM e acetato de amonio em aguas subterraneas
impactadas com diesel B20, por meio de andlises de
sequenciamento genomico do gene 16S ribosomal
RNA (rRNA) em plataforma de nova geragao ({llumina
Genome Analyser - MiSeq).
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Combustiveis
3.1.1 Biodiesel

O biodiesel ¢ uma mistura de metil/etil ésteres de acidos graxos
obtidos através da transesterificagio de oOleos vegetais ou gordura
animal. A transesterificacio € um processo de conversao de
triglicerideos a ésteres de acidos graxos e glicerina, por meio da reagdo
com um alcool (metanol ou etanol), normalmente catalisada por um
acido ou base forte, dando origem ao alquil éster correspondente (ésteres
metilicos ou etilicos), (KNOTHE et al., 2006). A Figura 3.1 apresenta a
reacdo de transesterificacdo, onde R;, R, e R; sdo cadeias de
hidrocarbonetos saturados ou insaturados e Ry sdo grupos alquilas.

Figura 3.1: Esquema da reacio de transesterificacdo para a formacio do
biodiesel

HaC—0COR, R4 CO0R H;?—DH

+
dor 1
-=  RyCOOR, + HC—0OH
+

HC~OCOR; + 3 Rq—OH

HaC—OCORs RCOOR, H;C—CH

Triglicerideos Alcool l"-,-usru:.ra d.e esteres Glicerol
= Biodiesel

Fonte: Adaptado de (LEUNG; KOO; GUO, 2006)

O biodiesel pode ser produzido a partir de uma grande
variedade de matérias-primas, podendo ser originado de gordura animal
(usualmente sebo), oleos vegetais (6leos de soja, carogo de algodao,
palma, mamona, canola, girassol, coco) ou ainda dleos de descarte
(6leos de descarte de frituras), sendo a escolha da matéria-prima
determinada, principalmente, por fatores geograficos e econdmicos
(KNOTHE et al., 2006). Dentre as principais matérias-primas utilizadas
no Brasil, o soja recebe destaque por representar aproximadamente 78%
do biodiesel produzido no pais no ano de 2015 (ANP, 2016). Porém, o
soja representa também uma das maiores fontes de alimentacdo do
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mundo. Assim, a crescente demanda de biodiesel impulsiona a
diversificagdo de matérias-primas para a produgo deste biocombustivel.
Neste contexto, quando comparado a outras oleaginosas, o 6leo de
palma se apresenta como uma alternativa vantajosa devido a baixa
necessidade energética para sua produgdo (MPOC, 2016), possuindo
uma produtividade de 6leo até 10 vezes superior a produtividade do 6leo
de soja (ROCHA, 2007), justificando a sua utilizagdo para a produgdo
de biodiesel. Além disso, as politicas brasileiras de desenvolvimento do
biodiesel visam aumentar a participagdo da regido norte no Programa
Nacional de Producdo e Uso de Biodiesel ¢ na geracdo de receita e
desenvolvimento social sustentavel incentivando, desta forma, o cultivo
de oleaginosas por pequenos produtores e a produgdo de biodiesel de
palma (DeCARVALHO, 2015).

Os ésteres de acidos graxos que irdo fazer parte da composigdo
do biocombustivel serdo definidos pela matéria-prima utilizada. O
biodiesel pode ser composto, principalmente, pelos seguintes ésteres
metil/etil esterificados: caproato, caprilato, caprato, laurato, miristato,
palmitato, oleato, palmitato, estearato, araquidato, linoleato, ricinoleato,
linolenato e eicosanoato (MOSER, 2009). A composi¢do destes acidos
graxos influencia nas caracteristicas do combustivel, visto que diferentes
acidos graxos possuem propriedades fisico-quimicas distintas
(KNOTHE, 2005; RAMOS, 2013). A Tabela 3.1 apresenta as
composigdes dos biodieseis de soja e palma.

Tabela 3.1: Composicio dos biodieseis de soja e palma

Ester Oleo de Soja (%)* Oleo de Palma (%)"

Metil Laurato -—-- 0,4
Metil Miristato -—— 1,1
Metil Palmitato 12,2 438
Metil Palmitoleato -—- 0,2
Metil Estearato 4.4 4.4
Metil Oleato 28,1 39,9
Metil Linoleato 42,0 9,6
Metil Linolenato 13,3 0,2
Metil Araquidato -—-- 0,4

Fonte: (CORSEUIL et al., 2011*; DARNOKO; CHERY AN, 2000")

O biodiesel ¢ miscivel com o diesel em qualquer proporgao
(KOETHE et al., 2006) e, em muitos paises, ele tem sido acrescentado a
matriz energética na forma de misturas binarias de diesel/biodiesel. Para
a identificacdo das misturas dos combustiveis ¢ adotada a nomenclatura
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BX, onde X refere-se a porcentagem em volume do biodiesel presente
no combustivel. Por exemplo, os combustiveis BS5, B20, B100, referem-
se a misturas de diesel/biodiesel, contendo respectivamente 5%, 20%, e
100% de biodiesel, em volume.

A introducdo do biodiesel na matriz energética brasileira deu-se
pela lein® 11.097 de 13 de janeiro de 2005, a qual estabeleceu a adigéo
do percentual minimo de 2%, em volume, de biodiesel ao 6leo diesel
comercializado (BRASIL, 2005). Com o passar dos anos, o percentual
minimo de adi¢do de biodiesel ao diesel foi aumentando, conforme a
disponibilidade de producdo do biocombustivel no Pais. Atualmente,
vigora a lei n° 13.263, de 23 de margo de 2016, que determina o
percentual minimo de adi¢do de 8% de biodiesel (em volume) ao diesel
comercial brasileiro, com planejamento de aumento para 15% no ano de
2020 (BRASIL, 2016). No cendrio internacional, observa-se um
percentual maior de biodiesel adicionado ao diesel. Na Alemanha,
atualmente, ¢ utilizada a mistura B10 (biodiesel 10% / diesel 90% v/v),
enquanto na Polonia o diesel comercial contém 20% (v/v) de biodiesel
(HAMIE et al., 2014). Nos Estados Unidos, misturas contendo até¢ 20%
(em volume) de biodiesel tém sido encontradas nos postos de
combustiveis, sendo a mistura B20 (biodiesel 20% / diesel 80% v/v)
mais comumente utilizada devido ao bom equilibrio entre custo,
emissdes e desempenho do motor (USDE, 2016). Portanto, o uso do
biodiesel na forma de misturas binarias e seu percentual adicionado ao
diesel tende a aumentar progressivamente, conforme disponibilidade da
produgdo nacional.

O uso do biodiesel apresenta vantagens ambientais em
relacdo ao 6leo diesel, por ser um combustivel de fonte renovavel, mais
biodegradavel (DEMELLO et al., 2007; PETERSON; MULLER, 2006)
e menos toxico do que combustiveis fosseis (HOLLEBONE et al., 2008;
KHAN; WARITH; LUK, 2007; MULLER, 2011), podendo ser usado
em motores diesel sem nenhuma modificagdo (KOETHE et al, 2006).
Porém, as principais desvantagens do uso deste biocombustivel referem-
se ao elevado custo de produgdo, a diminui¢do do rendimento do motor
(podendo ser até¢ 10% inferior ao o6leo diesel quando utilizado o
biocombustivel B100) e as elevadas emissdes de 6xidos nitrosos (NOy)
(KOETHE et al, 2006; McCORMICK; ALLEMAN, 2006).

Quando ocorre um derramamento de um combustivel no meio
ambiente, este composto sofre inumeros processos de particdo ambiental
que irdo definir os possiveis impactos ambientais causados. As
propriedades fisico-quimicas dos ésteres metilicos de acidos graxos que
compdem o biodiesel irdo determinar o seu comportamento e destino no
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ambiente. De modo geral, os ésteres metilicos de acidos graxos possuem
baixa polaridade, longas cadeias carbdnicas, alta massa molecular, baixa
solubilidade em agua e densidade inferior a da agua. Assim, no caso de
uma contaminag@o em aguas subterraneas, as densidades inferiores as da
dgua fazem com que esses compostos tendam a flotar no topo da franja
capilar do lengol freatico (WIEDEMEIER et al, 1999). Como estes
compostos sdo praticamente insoliveis em agua, comportam-se como
LNAPLs (light non-aqueous phase liquids) no aquifero (ALVAREZ;
PEREZ, 2003). Quanto a solubilidade, acrescenta-se que, entre os
diversos metil ésteres existentes, quanto maior forem as suas cadeias de
carbono, menor sera a sua solubilidade em agua. Ainda, devido as suas
elevadas massas moleculares, os ésteres metilicos apresentam baixa
tendéncia a volatilizacdo. A Tabela 3.2 apresenta algumas propriedades
fisico-quimicas dos principais ésteres constituintes dos biodieseis de
soja e palma.

Tabela 3.2: Principais propriedades fisico-quimicas dos principais ésteres
constituintes dos biodieseis de soja e palma

Composto Férmula Massa Densidade Solubilidade
Molecular Molecular (g.cm'3) a 25°C
(g.mol’l) (mg.L'l)
e CiHy0s 21434 0,870 0,8841%
Laurato 1311262 5 ) )
Metil 3)
Miristato C5H300, 242.41 0,867 0,08744
Metil (3)
Palmitoleato C7H3,0, 268,44 0,875 0,01836
Metil ) 3)
Palmitato C,7H3,0, 270,45 0,852 0,00905
Metil A3)
Estearato C,9H;50, 298,5 0,850 0,00093
Metil Oleato  C,H;,0, 296,5 0,874 0,0056%
Metil 3)
Linoleato C,oH;,0, 294.5 0,889 0,0198
Metil ¥) (3)
Linolenato C,oH3,0, 292,45 0,895 0,058
Metil _0,05(3)
Avpbiis C,1H40, 326,56 0,870 9,78.10

Fonte: (TOXNET, 2013; SIGMA-ALDRICH, 2013%; TGSC, 2013"%)
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3.1.2 Diesel

O oleo diesel € um combustivel formado na primeira destilacao
do petroleo que pode ser definido como uma complexa mistura de
hidrocarbonetos que variam de Coy a Cjp, contendo compostos
aromaticos, alifaticos (n-alcanos, isoalcanos e cicloalcanos), enxofre,
nitrogénio e compostos oxigenados (EHC 171, 1996). A composi¢do
dos combustiveis de petroleo costuma ser bastante varidvel, uma vez
que estes sdo provenientes de diferentes fontes de 6leo cru e distintos
processos de otimizagdo dos produtos. A Tabela 3.3 apresenta a
caracteriza¢do de uma amostra de Oleo diesel comercial brasileiro
realizada por Kaipper (2003). O resultado dessa caracterizagdo
demonstra que 75,2% do diesel é composto por hidrocarbonetos
alifaticos, enquanto os 24,8% restantes correspondem a hidrocarbonetos
aromaticos. Os principais constituintes da fracdo aromatica do diesel
sdo os compostos monoaromaticos (17,7%), sendo o restante (7,1%)
representado pelos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs).
Dentre os HPAs, ha uma predominancia de naftaleno (79%) na
composic¢do do diesel (KAIPPER, 2003).

Tabela 3.3: Caracterizacao do éleo diesel
Hidrocarbonetos (% em Massa)

Saturados 74,8
Olefinas 0,4
Alifaticos totais 75,2
Monoaromaticos 17,7
Diaromaticos 5,0
Poliaromaticos 2,1
Aromaticos totais 24,8

Fonte: (KAIPPER, 2003)

Dentre os diversos hidrocarbonetos presentes no diesel, os
hidrocarbonetos monoaromaticos — benzeno, tolueno, etilbenzeno e
xilenos (BTEX) — e os HPAs sdo os que apresentam maior preocupagao
ambiental por serem compostos recalcitrantes, possuirem potencial
carcinogénico (USEPA, 1998) e elevada toxicidade aos organismos
aquaticos (ANDERSON et al., 1974; RODRIGUES et al., 2010;
SIMONATO; GUEDES; MARTINEZ, 2008), além de apresentarem
solubilidade em agua superior aos demais compostos presentes neste
combustivel, principalmente no caso dos BTEX (ALVAREZ; PEREZ,
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2003; CHAPELLE, 2001; WIEDEMEIER et al, 1999). Em meio aos
diversos HPAs existentes, a United States Environment Protection
Agency (USEPA), agéncia de protecao ambiental dos Estados Unidos da
América, estabeleceu 16 hidrocarbonetos poliaromaticos prioritarios
para o monitoramento ambiental de poluentes organicos, devido aos
seus elevados potenciais de toxicidade e carcinogenicidade, sendo estes:
naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno,
pireno, fluoranteno, benzo[a]antraceno, criseno, benzo[b]fluoranteno,
benzo[k]fluoranteno, benzo-[a]pireno, indeno[1,2,3-c,d]pireno,
dibenzo[a,h]antraceno e benzo[g,h,i]perileno (USEPA, 1986). A
importancia do monitoramento dos hidrocarbonetos aromaticos na agua
subterrdnea ¢ afirmada pela Resolugdo CONAMA n° 396 (BRASIL,
2008), que legisla sobre os Valores Maximos Permitidos (VMP) para
diversos desses compostos segundo os usos preponderantes da agua
subterrdnea. A Tabela 3.4 apresenta os VMP para os BTEX e HPA’s
apresentados na Resolugdo citada. Os itens em branco significam que
nao ha VMP para determinadas atividades.

Tabela 3.4: Valores Maximos Permitidos dos compostos BTEX e HPA
segundo os usos preponderantes da dgua subterrinea

Usos Preponderantes

Parametros ”g;Ll o .

Consumo Dessedentagdo  Irrigacdo  Recreagdo
Humano de animais

Benzeno 5 10

Tolueno 170 24

Etilbenzeno 200

Xileno Total 300

Benzo[a]antraceno 0,05

Benzo[b]fluoranteno 0,05

Benzol[k]fluoranteno 0,05

Benzo-[a]pireno 0,05 0,01

Indeno([1,2,3- 0,05

c,d]pireno

Fonte: (BRASIL, 2008)

Assim como para os ésteres metilicos de acidos graxos, o
conhecimento das propriedades fisico-quimicas dos hidrocarbonetos do
diesel ¢ igualmente fundamental, uma vez que ird determinar o
comportamento e destino desses compostos no ambiente. A Tabela 3.5
apresenta as  principais  propriedades  fisico-quimicas  dos
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hidrocarbonetos constituintes do diesel que possuem maior interesse
ambiental (BTEX e HPAs prioritarios). De um modo geral, quanto
maior o niimero de carbonos de um hidrocarboneto, maior sera seu peso
molecular, maior a densidade relativa, menor a solubilidade em agua e
menor a sua pressdo de vapor (ASTM, 1995; CHIARANDA, 2011).
Assim, no caso de um derramamento de diesel em agua subterrinea, os
BTEX apresentam maior solubilidade em agua e, consequentemente,
maior capacidade de migra¢do que os HPAs. Dentre os hidrocarbonetos
monoaromaticos, o benzeno recebe destaque, devido a sua maior
solubilidade, quando comparada aos outros hidrocarbonetos aromaticos
presentes no diesel, ¢ ao seu elevado potencial carcinogénico (COATES;
CHAKRABORTY; MCINERNEY, 2002; VOGT; KLEINSTEUBER;
RICHNOW, 2011). Ja os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos sdo
compostos de maior massa molecular, praticamente insoliveis em agua,
possuindo, desta forma, capacidade limitada de migracdo. Do mesmo
modo como o biodiesel, os hidrocarbonetos possuem densidades
relativas inferiores as da agua, comportando-se também como LNAPLs
no aquifero (WIEDMEIER et al, 1999). Os NAPLs (non-aqueous phase
liquids), também chamados de fase livre ou produto livre, comportam-se
como uma fonte fixa e continua de contaminag@o que culmina em uma
lenta transferéncia dos constituintes soluveis para a fase aquosa,
formando uma pluma de contaminac¢do na zona saturada (ALVAREZ;
PEREZ, 2003; WIEDMEIER et al, 1999).
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Tabela 3.5: Principais propriedades fisico-quimicas dos hidrocarbonetos
constituintes do diesel

Composto Férmula Massa Densidade  Solubilidade a
Molecular  Molecular (g.cm™) 25°C (mg.L'l)
(g.mol'l)
Benzeno CeHg 78,1 0,877 1780%
Tolueno C,Hg 92,1 0,867? 5152
Etil-benzeno CgHy 106,2 0,867 152
(m)Xileno CsHyg 106,2 0,884°) 178%
(0)Xileno G, 106,2 0,880 1759
(p)Xileno CsHyg 106,2 0,861 162%
Naftaleno CyoHg 128,2 1,030? 33@
Acenaftileno C,Hg 152,2 0,890°) 3,93
Acenafteno CoHo 154,2 1,190% 34
Fluoreno CsHyo 166,2 1,202 1,9
Antraceno Chvlakn 178,2 1,283® 0,073
Fenantreno C.Hy, 178,2 1,030% 1,291
Fluoranteno Ci6Hio 202,2 1,252 0,26
Pireno Ci6Ho 202,2 1,2719 0,13
Benzo(a)antracen CisHy, 228,3 1,2549 0,014
0
Criseno CsHy, 2283 1,2749 0,002°)
Benzo(k)fluorant  C,,H, 2523 0,000076""
€no
Benzo(a)pireno CaoH ), 2523 1,351 9 0,00005"”
Benzo(k)fluorant CyoHy, 252,3 -—-- 0,0008"
€no
Benzo(g,h,i)perile C,,H, 276,3 — 0,0003(1)
no
Indenol(1,2,3,cd)  Cyp,H,, 2763 0,062
pireno
Dibenzo(a,n)antra  C,,H,, 278,3 1,280 0,0005%
ceno

Fonte: (MACKAY; SHIU, 1977"”; SCHNOOR, 1996; MANOLI; SAMARA,
1999®); CHIARANDA, 2011); TOXNET, 2013%)

3.2 Biodegradaciao Anaerobia

A biodegradagdo consiste na aplicacdo de processos bioldgicos
que podem ser utilizados para o tratamento de aguas subterraneas e
solos contaminados com produtos perigosos, sendo um dos mecanismos
mais importantes envolvidos no controle da migracdo de contaminantes
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organicos dissolvidos no aquifero. No processo de biodegradacdo, o
composto organico (contaminante) é convertido em compostos mais
simples (CO; e H,O) ou em subprodutos de menor toxicidade, por meio
de reacdes de Oxidagdo-redugdo mediadas por micro-organismos
(ALVAREZ; PEREZ, 2003; WIEDEMEIER et al., 1999). Através das
reacdes de oxidagdo e redugdo os micro-organismos obtém energia para
seu crescimento ¢ manutencdo de suas atividades fisiologicas. Neste
processo ocorre a transferéncia de elétrons do doador (em muitos casos,
0 contaminante) para os receptores de elétrons, havendo liberagdo de
energia (WIEDMEIER et al., 1999). As reacdes de oxidagdo e reducgdo
ocorrem em etapas sequenciais, com os subprodutos de um processo
metabolico atuando como substrato para o proximo, até que se atinja a
completa mineralizagdo do composto organico (CHIARANDA, 2011).
Para que os processos de biodegradacdo ocorram € necessario
que as condicdes ambientais sejam adequadas. Primeiramente, ¢
necessaria a presenca de micro-organismos que produzam enzimas
capazes de atuar na degradacdo do contaminante. Para que isto ocorra
satisfatoriamente, os micro-organismos necessitam de energia para o
processo, a qual & obtida através do processo redox, que requer a
presenca de matéria orgéanica (doador de elétrons) e de receptores de
elétrons. Fatores como pH, temperatura e disponibilidade de nutrientes
também interferem diretamente no bom desempenho dos processos de
degradacdo. A faixa de pH ideal para o crescimento dos micro-
organismos encontra-se entre 4 ¢ 9 (CHAPELLE, 2001). Porém a
condi¢do ideal de pH ira depender da composi¢cdo da dgua subterranea e
das caracteristicas de especiagdo da matéria organica (SCHERER et al.,
2000). A temperatura ¢ um fator que influencia a atividade microbiana
porque ¢ responsavel pela selecdo das espécies microbianas que irdo
participar da degradacdo. Além disso, de uma maneira geral, quanto
maior a temperatura do sistema, mais intensa sera a atividade
enzimatica. Grande parte dos micro-organismos presentes nas aguas
subsuperficiais cresce e se desenvolve em uma faixa de temperatura
entre 20°C a 40°C (mesofilos), sendo esta a faixa de temperatura mais
favoravel a atividade enzimatica (BRADLEY; CHAPELLE, 1995). A
disponibilidade de nutrientes ¢ fundamental para a manuten¢do do
crescimento celular dos micro-organismos. Neste sentido, os processos
de biodegradacdo requerem quantidades significativas dos nutrientes
nitrogénio (N) e fosforo (P), que podem estar disponiveis em
quantidades suficientes no aquifero ou podem ser adicionados por
intervengdes de engenharia. Além disso, para que os processos de
biodegradacdo se sustentem satisfatoriamente, sdo necessdrias as
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seguintes condi¢des ambientais: auséncia de toxicidade para os micro-
organismos e auséncia de micro-organismos competitivos ou predadores
(ALVAREZ; PEREZ, 2003).

A remogdo de contaminantes pela ag¢fo microbiana
normalmente ocorre de maneira natural no aquifero, sem necessidade de
intervencdo humana, denominando-se atenuagdo natural. Se a
velocidade da atenuagdo natural for muito baixa, as condigdes
ambientais podem ser manipuladas por meio do estimulo da atividade
microbiana. As estratégias de remediacdo mais utilizadas incluem:
adi¢do de doadores ou receptores de elétrons que possam estimular o
crescimento dos micro-organismos envolvidos nos processos de
interesse e adicdo dos nutrientes limitantes ao crescimento e atividade
microbiana (LOVLEY, 2003).

Os receptores de elétrons sdo elementos ou compostos que se
apresentam em estado oxidado, podendo, desta forma, receber elétrons
do composto organico que sera oxidado. Sdo esses: oxigénio dissolvido,
nitrato, 6xido ou oOxi-hidroxido de ferro(Ill), sulfato e didxido de
carbono. Os receptores de elétrons que fornecerem maior rendimento de
energia livre para o metabolismo microbiano serdo preferencialmente
utilizados, de acordo com a hierarquia termodindmica que pode ser
observada na Figura 3.2. Além disso, o elemento utilizado define o
metabolismo envolvido no processo de degradacdo (aerdbio ou
anaerobio).
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Figura 3.2: Ordem de utilizacio de receptores de elétrons segundo a
hierarquia termodinamica
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Fonte: (STUMM; MORGAN, 1981)

Embora as rea¢des de oxidagdo dos compostos orginicos em
condi¢des aerdbias sejam energeticamente mais favoraveis aos micro-
organismos, o rapido consumo de oxigénio, resultante da elevada
demanda bioquimica de oxigénio (DBO) exercida pelos combustiveis,
faz com que o ambiente se torne predominantemente anaerébio
(LOVLEY, 2003; VOGT; KLEINSTEUBER; RICHNOW, 2011). No
caso de contaminagdes com biodiesel, a elevada DBO exercida por este
biocombustivel ira favorecer ainda mais o estabelecimento de condigoes
anaerobias (CORSEUIL et al., 2011; SORENSEN et al., 2011) uma vez
que a demanda tedrica de oxigénio necessaria para a degradagdo do
biodiesel ¢ duas vezes maior do que a requerida para degradar o etanol e
oito vezes maior do que a exigida para degradar os compostos BTEX
presentes na composic¢ao da gasolina (10% v/v) (GOMES, 2008).

A biodegradacdo anaerdbia de compostos organicos pode
ocorrer via processos respirativos, onde receptores de elétrons externos e
inorgénicos sdo utilizados, ou por meio da fermentagdo, na qual a
oxidagdo da matéria organica ocorre com o uso de receptores de elétrons
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internos (endogenos). Os receptores de elétrons externos inorgénicos
utilizados sdo: nitrato, Oxido ou hidroxido de ferro e sulfato,
caracterizando os processos como nitratorreducdo, ferrorreducdo e
sulfatorreducdo, respectivamente. Depois que esses forem exauridos, os
receptores de elétrons disponiveis serdo bicarbonato e prétons,
caracterizando o ambiente como metanogénico (STAMS et al., 2006;
WIEDMEIER et al., 1999).

Em condigdes metanogénicas, os processos metabolicos de
degradacdo de um composto organico ocorrem por: hidrdlise,
acidogénese, acetogénese ¢ metanogénese. Na etapa de hidrolise os
compostos organicos complexos sdo convertidos em moléculas mais
simples, por meio da acdo de enzimas extracelulares excretadas por
micro-organismos, a fim de tornar os substratos complexos acessiveis
aos micro-organismos (GUJER; ZEHNDER, 1983; FENCHEL et al,
1998). Portanto, nesta etapa, carboidratos sdo convertidos em agucares
soluveis, proteinas em aminoacidos e lipideos em acidos graxos de
cadeia longa (AGCL) e glicerol (LOVLEY, 1997). Os substratos
formados ap6s a etapa de hidrolise sdo convertidos dentro da célula
microbiana, portanto sem a presenga de receptores de elétrons externos,
em um processo denominado acidogénese. Neste momento ocorre a
formacdo de 4cidos organicos volateis como acetato, propionato,
butirato, entre outros compostos. A proxima etapa ¢ denominada
acetogénese e ¢ caracterizada pela produgdo de acetato, hidrogénio e
diéxido de carbono, sendo conduzida pela acdo de bactérias
acetogénicas sintroficas. Por fim, ocorre a metanogénese, onde os
compostos produzidos nas etapas anteriores atuam como substratos que
sdo convertidos a metano e didxido de carbono, pela acdo das arqueas
metanogénicas acetoclasticas e hidrogenotroficas (GUJER; ZEHNDER,
1983; FENCHEL et al, 1998).

3.2.1 Ferrorreducio

A ferrorredugéo € o processo no qual o ferro férrico (Fe(Ill)) é
reduzido a ferro ferroso (Fe(Il)) via reagdes de dxido-reducao mediadas
por micro-organismos. A matéria orginica encontrada em ambientes
subterrdineos ¢ um dos principais agentes redutores desse processo,
incluindo: 4cidos graxos, etanol, aminoacidos, aglicares, compostos
aromaticos e hidrogénio (COATES et al., 1998; HOLMES et al., 2011;
LIN; WESTERHOFF; ROLING, 2009; LOVLEY, 1997; ZHANG et al.,
2012). O ferro férrico utilizado como receptor de elétrons se encontra na
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forma de oxidos/oxihidroxidos de Fe(Ill), os quais se caracterizam por
serem praticamente insoliveis em agua e podem ser encontrados
naturalmente nos ambientes subterraneos ou podem ser adicionados no
aquifero por intervengdo de engenharia. As formas mais recorrentes
desses oxidos/oxihidroxidos de Fe(Ill) sdo: a ferridrita (Fe(OH);), que €
a forma mais hidratada de 6xido de ferro e apresenta estrutura amorfa, a
goetita (FEOOH), que ¢ um oxihidréxido de ferro cristalino, hematita (o-
Fe,03), um anidro de ferro cristalino e a magnetita (Fe;04), que
apresenta-se como um o6xido de ferro de valéncia mista e cristalino.
(BOSCH et al., 2010% LOVLEY, 2013; RODEN; ZACHARA, 1996). A
completa mineralizacdo de compostos organicos via ferrorredugéo
resulta na producdo de didxido de carbono (CO,) e ferro II soluvel
(Fe(I)). A Tabela 3.6 apresenta as reagdes de oxirreducdo para os
hidrocarbonetos monoaromaticos, naftaleno e palmitato, utilizando o
Fe(II) como receptor de elétrons, com as respectivas energias livres de
Gibbs (AG®)).

Os compostos 6xidos/oxihidroxidos de Fe (III) utilizados na
ferrorredugdo podem apresentar-se na fase amorfa ou cristalina. A
estrutura do composto férrico usado no processo afeta diretamente na
sua taxa de redugdo. LIU et al. (2001) afirmam que, na biorredugdo com
oxido de ferro cristalino, somente uma fracdo limitada do solido pode
ser reduzida mesmo quando ha excesso de doador de elétrons. Portanto,
compostos de Fe(Ill) pobremente cristalinos sdo os que apresentam as
maiores taxas de redugdo, assim, a cinética de redugdo dos compostos
férricos na oxida¢do de compostos organicos segue a seguinte ordem
decrescente: ferridrita > goetia > hematita > magnetita (BONNEVILLE;
BEHRENDS; VAN CAPPELLEN, 2009; BOSCH et al., 2010a; LIU et
al.,, 2001; LOVLEY, 1997). Porém, mesmo um unico composto de
Fe(III) pode apresentar diferentes cristalinidades, tamanho de particula,
area superficial e solubilidade. Estas variagdes nas propriedades
minerais resultam em uma diferente reatividade para o0 mesmo composto
(BONNEVILLE; BEHRENDS; VAN CAPPELLEN, 2009). Assim,
fatores como 4area superficial e tamanho da particula afetam a
biodisponibilidade do Fe(Ill), controlando sua taxa de redugao,
independentemente da estrutura apresentada pelo composto. Roden;
Zachara (1996) mostraram que a taxa de redugdo do Fe(Ill) aumentou
linearmente com a darea superficial do oOxido de Fe(Ill). De fato,
compostos férricos amorfos, apresentam uma maior area superficial e,
consequentemente, maiores velocidades de redugdo (JOZWIAK et al.,
2007). Com relagdo ao tamanho da particula, a diminui¢do do tamanho
da particula aumenta a solubilidade dos compostos, o que por sua vez,
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aumenta a velocidade de redugdo microbiana (BOSCH et al., 2010a;
BRAUNSCHWEIG; BOSCH; MECKENSTOCK, 2013; GILBERT;
BANFIELD, 2005). Desta forma, o uso de materiais que possuem ao
menos uma dimensao na escala de 1 a 100 nandmetros (nanomateriais)
mostra-se interessante uma vez que possuem pequenos tamanhos de
particulas e maiores 4reas superficiais, quando comparadas aos
compostos equivalentes na micro e macroescala, apresentando assim
uma maior reatividade. Estudos que comparam as taxas de redugdo do
Fe(Ill) em compostos na nano, micro € macroescala, demonstraram que
oxido/hidréxidos de Fe(IIl) utilizados na nanoescala sdo mais eficientes
para o processo de ferrorredugdo (BOSCH et al., 2010a, 2010b;
PEDROT et al., 2011), podendo haver diferengas de duas ordens de
grandeza na taxa de reducgdo do Fe(III) (BOSCH et al., 2010a, 2010b).

O processo de ferrorreducdo ocorre por meio de reagdes de
oxido-reducdo sequenciais, formando compostos de Fe(Ill) secundarios
que podem ser mais soluveis do que os receptores inicialmente
disponiveis, atuando novamente como receptores de elétrons para o
processo, contribuindo dessa forma para o aumento das velocidades de
ferrorredu¢do (LOVLEY, 2013; VODYANITSKII, 2011). Entretanto,
tanto em experimentos em microcosmos como em escala real, 6xidos de
ferro solidos, pouco reativos para o processo de ferrorreducdo, podem
ser formados como produtos secundarios, pemanecendo persistentes no
solo (LOVLEY, 2013; LOVLEY; PHILLIPS, 1988). Os principais
produtos secundarios formados sdo siderita e magnetita (ATEKWANA;
AAL, 2015; FREDRICKSON et al., 1998; LIU et al., 2001; RODEN;
LOVLEY, 1993). Além disso, ligantes organicos, como carbonatos e
fosfatos, podem se complexar com o Fe(Il) biogénico, formando
precipitados de oxidos ferrosos alternativos (FREDRICKSON et al.,
1998), como exemplo da vivianita (Fe;(PO,),.8H,0) formada na
presenca de fosfato (ATEKWANA; AAL, 2015; VODYANITSKII,
2011), os quais também permanecem persistentes no solo.



Tabela 3.6: Reacdes de oxidacio-reducio de hidrocarbonetos utilizando o Fe(III) como receptor de elétrons

o
Composto Reacio de oxirreducio (kﬁ I(I;lorl'l)
Benzeno C¢Hg + 30Fe(OH); + 60H" — 6CO, + 30Fe”" + 78H,0 2343
Tolueno C,Hg + 36Fe(OH); + 72H" — 7CO, + 36Fe*" + 94H,0 -2792
Etilbenzeno CgH;( + 42Fe(OH); + 84H" — 8CO, + 4Fe* + 1 10H,O -3257
m-Xileno CgHyy + 42Fe(OH); + 84H" — 8CO, + 42Fe”" + 110H,0 -3245

Naftaleno C oHg + 48Fe(OH); + 96H" — 10CO, + 48Fe*" + 124H,0 -3902
Palmitato  C;H3,0, + 92Fe’ + 30H,0 — 16CO, + 92Fe” + 92H" @ -5695"
Fonte: (WIEDEMEIER et al., 1998; COATES et al., 1995®)
Legenda: (b) calculado, segundo a equagdo AG®; = ZAGyoquios~ ZAGireagentes, Dados de AG de formacio
obtidos de Wiedemeier et al. (1998) e Lalman (2000). Condigdes padrdo: pH=7 ¢ T =25°C.
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Uma limitacdo comum da biodegradacdo se refere a falta de
contato adequado entre os contaminantes ou receptores de elétrons e os
micro-organismos (biodisponibilidade e bioacessibilidade) (ALVAREZ;
PEREZ, 2003). A maioria dos processos de biorremediagdo anaerdbia
utiliza receptores de elétrons soluveis. Nestes casos, a transferéncia de
elétrons ocorre via contato direto dos micro-organismos com o receptor
de elétrons. Caso os doadores ou receptores de elétrons tenham baixa
solubilidade, desfavorecendo o contato direto entre estes € 0s micro-
organismos, sdo necessarios mecanismos alternativos de transporte dos
elétrons. Na ferrorredugdo, os elétrons do contaminante podem ser
transferidos para os 6xidos de Fe(IlI) pelos seguintes mecanismos:

e Transferéncia indireta de elétrons através do auxilio de
transportadores de elétrons organicos secretados pelos micro-
organismos, como por exemplo, as flavinas e fenazinos
(BRUTINEL; GRALNICK, 2012; HERNANDEZ; KAPPLER;
NEWMAN, 2004; MARSILI et al., 2008);

e Transferéncia de elétrons indireta através do uso de
transportadores de elétrons externos como quinonas e
substancias humicas (ANSCHUTZ; PENN, 2005; LI et al.,
2014; RODEN et al.,, 2010; VOORDECKERS et al., 2010;
WOLF et al., 2009).

o Transferéncia de elétrons direta pelo auxilio de nanofios
bacterianos produzidos por determinados micro-organismos. As
espécies Geobacter e Shewanella, predominantes nos ambientes
ferrorredutores, necessitam de contato direto para processar a
ferrorredugdo. Assim, com intuito de auxiliar no contato com os
oxidos de Fe(Ill) pouco soluveis, essas bactérias passaram a
produzir um pili monolateral condutor, que pode servir como
nanofios bioldgicos, transferindo elétrons da superficie do
oxido de ferro para a célula microbiana (GORBY et al., 2006;
LOVLEY, 2011; REGUERA et al., 2005, 2007);

e Formagdo de complexos de Fe(Ill)-quelantes que contribuem
para a dissolu¢do dos compostos férricos, consequentemente
aumentando sua biodisponibilidade para os micro-organismos.
Os agentes quelantes sintéticos mais utilizados no processo de
ferrorredugdo sdo o acido etilenodiamino tetra-acético (do
inglés: ethylenediamine tetraacetic acid — EDTA) e o acido
nitrilotriacético (do inglés: nitrilotriacetic acid — NTA) (AZAM;
FINNERAN, 2013; COATES et al, 1998; KELLY;
MACHESKY, 1997; LOVLEY; WOODWARD, 1996;
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RODEN; LOVLEY, 1993). Além desses, o composto sintético
pirofosfato férrico, uma mistura que contém Fe(Ill), fosfato,
acido nitrilotriacético e citrato, ¢ comumente usado em culturas
de reducdo microbiana de ferro(Ill) (CACCAVO et al., 1996).
Com relagdo aos quelantes naturais, os mais encontrados sdo os
acidos humicos (COATES et al., 1998; LUTHER et al., 1992;
RODEN et al., 2010). Esses sdo capazes de formar complexos
Fe(Ill)-acido humico que possuem um alto potencial redox,
tornando a ferrorredugdo termodinamicamente mais favoravel
(THAMDRUP, 2000).

Ainda com relagdo a biodisponibilidade do Fe(Ill), muitos
estudos utilizaram o composto sintético citrato de Fe(Ill) (AZAM;
FINNERAN, 2013; COATES et al., 1996, 1998; FREDRICKSON et al.,
1998; LIN; WESTERHOFF; ROLING, 2009; RODEN; LOVLEY,
1993; TOBLER; HOFSTETTER; SCHWARZENBACH, 2008), que ¢é
soluvel em 4gua e, portanto, prontamente disponivel para o processo. No
entanto, este composto pode apresentar toxicidade para alguns micro-
organismos ferrorredutores (RODEN; LOVLEY, 1993), limitando sua
aplicacdo em ambientes variados.

Uma grande diversidade filogenética de micro-organismos ¢
capaz de atuar no processo de ferrorredu¢do (LOVLEY, 2013). A
caracteriza¢do desses micro-organismos em culturas puras, utilizando o
Fe(Ill) como o tUnico receptor de elétrons, indicou que € possivel a
completa oxidagdo da matéria organica a dioxido de carbono (LIN;
WESTERHOFF; ROLING, 2009), sendo o micro-organismo Geobacter
metallireducens a primeira espécie a demonstrar esta capacidade
(LOVLEY; PHILLIPS, 1988). Posteriormente, foi caracterizada uma
variedade de micro-organismos com capacidade enzimatica de reduzir o
ferro férrico juntamente com a oxida¢do da matéria organica (COATES
et al., 1998). Os dois géneros mais estudados sdo Geobacter e
Shewanella, os quais pertencem as classes & e g-Proteobactéria,
respectivamente (LIN; WESTERHOFF; ROLING, 2009; LOVLEY,
1997; ZHANG et al., 2012).

Os hidrocarbonetos aromaticos podem ser oxidados pelos
micro-organismos ferrorredutores dos géneros Geobacter  spp.
(BOTTON et al., 2007; COATES et al., 1999; DORER et al., 2016;
LIN; WESTERHOFF; ROLING, 2009; LOVLEY, 1997; ROONEY -
VARGA et al.,, 1999; ZHANG et al., 2012) e Geothrix spp. (LOVLEY,
1997). Além disso, em condi¢des ferrorredutoras, o benzeno pode ser
degradado pela arquea Ferroglobus placidus (HOLMES et al., 2011), o
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tolueno pelas bactérias Desulfuromonas spp. (KIM et al., 2014),
Georgfuchsia toluolica (DORER et al., 2016) e Desulfitobacterium
aromaticivorans (KUNAPULI et al., 2010) e o etilbenzeno pela bactéria
Georgfuchsia toluolica (DORER et al., 2016).

A oxidagdo dos acidos graxos de cadeia longa (AGCL)
comumente ocorre em duas etapas. Primeiramente, os AGCL sdo
oxidados a acetato e Hj, os quais sdo convertidos a CO, ou metano. O
acimulo de acetato e H, no meio pode acarretar em limitagdo
termodindmica ao sistema, prejudicando assim a degradagdo dos AGCL;
portanto, a oxidagdo dos AGCL requer cooperagdes sintroficas entre
micro-organismos, a fim de evitar a presencga de elevadas concentra¢des
de metabolitos intermediarios na agua subterrdnea. Na auséncia de
receptores de elétrons anaerdbios mais termodinamicamente favoraveis
como o Fe(Ill) e o sulfato, micro-organismos pertencentes as familias
Syntrophomonadacea e Syntrophaceae atuam em sintrofia com arqueas
metanogénicas para degradagdo dos AGCL (SOUSA et al., 2009). No
entanto, quando ha a presenca de sulfato, membros do género
Desulforegula (tipicamente sulfatorredutores) podem atuar em relagdes
sintroficas com micro-organismos nitratorredutores
(Comamonadaceae), ferrorredutores (Geobacteraceae) ou arqueas
metanogénicas (GIHRING et al., 2011). Embora a oxidagdo dos AGCL
seja comumente mais observada através de relagdes sintroficas entre
micro-organismos, Coates et al. (1995) constatou que os micro-
organismos ferrorredutores da espécie Desulfuromonas Palmitatis sp.
nov. (COATES et al., 1995) foram capazes de degradar os AGCL.

O acetato, que ¢ um importante subproduto dos processos de
oxidagdo dos dacidos graxos de cadeia longa e dos compostos
aromaticos, pode ser oxidado por diversos géneros ferrorredutores, tais
como: Geobacter spp., Geothrix  spp., Shewanella  spp.,
Desulfuromonas spp. (COATES et al., 1999; LOVLEY, 1997). Além
dos micro-oganismos ferrorredutores, diversos géneros sulfatorredutores
apresentam também a capacidade de reduzir enzimaticamente o Fe(III).
Entretanto, apesar da habilidade em reduzir o Fe(Ill), nenhum desses
micro-organismos  sulfatorredutores demonstrou capacidade de
crescimento quando o ferro férrico foi o Unico receptor de elétrons
(GARCIA-BALBOA et al., 2009; LOVLEY, 2013).

Apesar de inumeros micro-organismos possuirem habilidade
para oxidar a matéria organica utilizando Fe(IIl) como receptor de
elétrons, os micro-organismos da familia Geobacteraceae sao
dominantes em ambientes subsuperficiais sob condi¢des ferrorredutoras
(BOTTON et al., 2007; LIN; WESTERHOFF; ROLING, 2009;
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ROONEY-VARGA et al., 1999). Lovley; Holmes; Nevin (2004)
afirmam que todos os membros da familia Geobacteraceae sao capazes
de reduzir o ferro férrico. A predominancia da Geobacteraceae é
explicada pela capacidade de rendimento maximo de manutencdo da
atividade microbiana mesmo em condi¢des de baixas velocidades de
crescimento, como as costumamente observadas em experimentos in
situ. Isto ocorre pela baixa necessidade energética de manutencao das
suas fungdes celulares e flexibilidade na utilizagdo de receptores de
elétrons. Os micro-organismos pertencentes a familia Geobacteraceae
sdo capazes de utilizar oOxidos de ferro férrico alternativos
simultaneamente, capacitando-os para atuar em diferentes condigdes
redox, possibilitando a utilizacdo dos receptores de elétrons que
permitam um maior rendimento por elétron transferido (LIN;
WESTERHOFF; ROLING, 2009).

3.2.2 Sufatorreducio

A sulfatorredugdo se refere a um processo metabolico no qual o
sulfato ¢ reduzido a sulfetos (H,S, HS", S7) juntamente com a oxidagao
da matéria organica ou hidrogénio, mediante a a¢do de micro-
organismos. O pH e a temperatura sdo fatores que interferem na
especiacdo quimica do sulfeto presente no aquifero (AL-ZUHAIR; EL-
NAAS; AL-HASSANI, 2008; SAWYER; MCCARTY; PARKIN,
1994), sendo o pH o principal fator que exerce influéncia na forma
predominante de sulfeto em agua (SAWYER; MCCARTY; PARKIN,
1994; SHARMA; BISWAS, 2010). A Figura 3.3 apresenta a especiagdo
quimica do sulfeto em 4agua doce em funcdo do pH.
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Figura 3.3: Especiacido quimica do sulfeto na agua doce em funcio do pH

1

0,8

0,6

0,4

0,2

0

4 5 6 7 8 9 101112 13
pH

Fonte: Adaptado de (SAWYER; MCCARTY; PARKIN, 1994)

Diversas fontes de matéria organica podem atuar como
doadores de elétrons na sulfatorreducdo, tais como: formato, metanol,
etanol, melaco, lactato, acetato, butirato, propionato, acgucares,
hidrocarbonetos, residuos organicos, além do hidrogénio (LIAMLEAM;
ANNACHHATRE, 2007). Apesar do processo de sulfatorreducdo ser
comumente mais relatado para compostos organicos simples, diversos
estudos demonstraram a eficiéncia deste processo para a degradacgdo de
hidrocarbonetos aromaticos (ABU LABAN et al., 2009; BELLER et al.,
1996; BOMBACH et al., 2010; BOZINOVSKI et al., 2014; EDWARDS
et al., 1992; HIGASHIOKA; KOJIMA; FUKUI, 2012; HUANG; KAO,
2016; KNIEMEYER et al, 2003; KUMMEL et al, 2015;
MECKENSTOCK et al., 2000; MORRIS et al., 2014; NAKAGAWA et
al., 2002; RABUS; HANSEN; WIDDEL, 2006, REINHARD et al.,
1997; THIERRIN et al., 1993). A Tabela 3.7 apresenta as reagdes de
oxidagdo-reducdo para os hidrocarbonetos monoaromaticos e naftaleno,
utilizando o sulfato (SO4) como receptor de elétrons, com as
respectivas energias livres de Gibbs (AG®)).
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Tabela 3.7: Reacoes de oxida¢ao-reduciio de hidrocarbonetos aromaticos
utilizando o sulfato como receptor de elétrons

Composto Reacio de éxirreducio AG°,
(kJ.mol™")

Benzeno C6H6 + 3,758042-"" 7,5H+ - 6C02 + 3,75HQS + 3H20 -514,3
Tolueno C,Hg + 4,550,7+ 9H" — 7CO, + 4,5H,S + 4H,0 -597,7

Etilbenzeno CgH;( + 5,2580,% +10,5H" — 8CO, + 5,25H,S + 5H,0 -697,7
m-Xileno CgH]O + 5,2SSO4Z-+ lO,SHJr — 8C02 + 5,25st + 5H20 -685,6
Naftaleno CyoHs + 680,% + 12H' — 10CO, + 6H,S + 4H,0 -8242

Fonte: (WIEDEMEIER et al., 1998). Dados de AG parapH=7e¢ T =25°C.

O processo de sulfatorredu¢do ¢ mediado por um grupo de
micro-organismos conhecido como sulfatorredutores (MSR), que séo
compostos por bactérias sulfatorredutoras (BSR) e arqueas
sulfatorredutoras (ASR) (BARTON; FAUQUE, 2009; MUYZER,;
STAMS, 2008). As BSR sao diferenciadas em dois grupos: autotréficas,
que utilizam CO, como fonte de carbono e obtém elétrons da oxidacdo
do H; e heterotroficas, que utilizam compostos organicos como substrato
(LENS; KUENEN, 2001). A oxidac¢do de compostos organicos pode ser
incompleta, na qual fontes de carbono mais complexas produzem
acetato, ou oxidacdo completa, onde os compostos sdo oxidados a CO; e
agua. MSR sdo estritamente anaerdbios, apesar de certas espécies
tolerarem e reduzirem oxigénio por um curto periodo de tempo
(RABUS; HANSEN; WIDDEL, 2006).

As BSR podem ser divididas em trés grandes grupos de
linhagens filogenéticas: i) as Deltaproteobactérias, com mais de 25
géneros, incluindo bactérias das familias Desulfoarculaceae,
Desulfobacteraceae, Desulfobulbaceae, Desulfohalobiaceae,
Desulfomicrobiaceae, Desulfonatronumaceae, Desulfovibrionaceae,
Syntrophaceae, Syntrophobacteraceae e Syntrophorhabdaceae; ii) as
bactérias Gram-positivas, incluindo os géneros Desulfotomaculum,
Desulfosporomusa, Desulfosporosinus e iil) bactérias sulfatorredutoras
termofilicas, grupo formado por bactérias das familias Nitrospirae
(género  Thermodesulfovibrio),  Thermodesulfobacteria  (gé€nero
Thermodesulfobacterium) e Thermodesulfobiaceae (género
Thermodesulfobium) (BARTON; FAUQUE, 2009; MUYZER; STAMS,
2008; RABUS; HANSEN; WIDDEL, 2006; SHERRY et al., 2013). Ja
as ASR possuem trés géneros identificados: Archaeoglobus,
Thermocladium and Caldivirga (BARTON; FAUQUE, 2009;
MUYZER; STAMS, 2008; RABUS; HANSEN; WIDDEL, 2006;
SHERRY et al., 2013).
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A capacidade de diversos micro-organismos sulfatorredutores
em degradar hidrocarbonetos aromaticos ja foi previamente
documentada. Micro-organismos com 95% de similaridade com o
género Pelotomaculum foram identificados como degradadores de
benzeno (ABU LABAN et al., 2009). O tolueno pdde ser oxidado pelas
bactérias Desulfobulbaceae toluolica (RABUS et al, 1993) e
sulfatorredutoras PRTOL1 (BELLER et al., 1996), além de bactérias
com 99% de similaridade com o género Desulfocapsa (BOMBACH et
al., 2010). Adicionalmente, Kuppardt et al. (2014) identificaram os
micro-organismos pertencentes a familia Desulfobulbaceae e ao género
Desulfosporosinus como organismos-chave na degradacdo do tolueno
em condigdes sulfatorredutoras. A deltaproteobactéria EbS7 foi
documentada como degradadora do etilbenzeno no processo de
sulfatorreducdo (KNIEMEYER et al, 2003). Micro-organismos
sulfatorredutores com alta similaridade com Desulfobacterium
cetonicum (HARMS et al.,, 1999) e com o género Desulforsacina
(HARMS et al., 1999; HIGASHIOKA; KOJIMA; FUKUI, 2012) foram
passiveis de oxidar os isomeros do xileno. Assim como para os xilenos,
as bactérias da familia Desulfobacteaceae sao responsaveis pela
degradacio do naftaleno na presenga de sulfato (KUMMEL et al.,
2015).

Aktas et al. (2010) afirmam que comunidades de MSR possuem
a capacidade de degradar os metil/etil ésteres de acido graxo. Ja os
acidos graxos de cadeia longa (AGCL) podem ser oxidados por micro-
organismos dos filos Deltaproteobactéria, Firmicutes (RABUS;
HANSEN; WIDDEL, 2006; SOUSA et al., 2010) e micro-organimos
sulfatorredutores Gram-positivos (RABUS; HANSEN; WIDDEL,
2006). Além disso, cooperagdes sintroficas sdo comumente requeridas
na degradagdo de AGCL, conforme previamente explicado no item 3.2.1
deste trabalho. Nesse sentido, micro-organimos sulfatorreduras podem
atuar em relagdes sintroficas com micro-organismos nitratorredutores
(Comamonadaceae), ferrorredutores (Geobacteraceae) (GIHRING et
al., 2011) ou arqueas metanogénicas (GIHRING et al., 2011; SOUSA et
al., 2009; STAMS; PLUGGE, 2009) na degradacdo de AGCL.

O uso do sulfato apresenta vantagens dentre os demais
receptores de elétrons devido a sua alta solubilidade (100-250 mg.L™")
comparada ao oxigénio (7-10 mg.L™"), nitrato (80—100 mg.L™") e 6xidos
de ferro; a capacidade dos MSR em crescer em uma ampla faixa de pH;
o baixo custo e minima manuteng¢do do sistema quando comparado aos
demais receptores de elétrons anaerobios (HUANG; KAO, 2016).
Dentre as desvantagens do processo destaca-se a formagdo de altas
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concentracdes de sulfetos, os quais podem apresentar toxicidade e inibir
a atividade microbiana (DA SILVA; RUIZ-AGUILAR; ALVAREZ,
2005; HUANG; KAO, 2016; KALYUZHNYI; DE LEON FRAGOSO;
RODRIGUEZ MARTINEZ, 1997; LOPES et al., 2007; O’FLAHERTY
et al., 1998). No entanto, quando ha a presenca de Fe (II) no ambiente,
diferentes minerais sulfetados podem ser formados, tais como: pirita
(FeS,), greigita (Fe;S,) e sulfeto ferroso (FeS) (ATEKWANA; AAL,
2015; HUANG; KAO, 2016; MADIGAN et al., 2010; RABUS;
HANSEN; WIDDEL, 2006), os quais precipitam no meio e podem
reduzir os efeitos inibitorios dos sulfetos. Nesse sentido, Liu et al.
(2015) avaliaram os efeitos da adi¢do de Fe(III) sobre a taxa de redugéo
de sulfato em um reator anaerdbio. Os autores constataram que a
presenca do Fe(III) resultou no processo de ferrorreducdo, com geragao
de Fe(Il). A producdo de Fe(Il) aliviou os efeitos inibitorios do H,S
sobre os micro-organimos por meio da precipitacdo de sulfeto ferroso,
acarretanto em um aumento da taxa de sulfatorredugdo. As equagdes 3.1
e 3.2 apresentam as reac¢des de formagao do sulfeto ferroso.

Fe*" + H,S > FeSs, + 2H" (Equagdo 3.1)

Fe* + HS > FeS(s) + H' (Equagio 3.2)

3.2.3 Drenagem dcida de mina

A Drenagem Acida de Mina (DAM) é uma solu¢io aquosa
formada pela oxidacdo de minerais sulfetados provenientes da atividade
de mineracdo. A reacdo de oxidacdo ocorre quando os minerais
sulfetados, especialmente a pirita, entram em contato com aguas que
contenham oxigénio (BILGIN et al, 2005), sendo um importante
contribuinte para a polui¢cdo das dguas superficiais devido a liberacdo de
acido sulfurico e metais dissolvidos (CHENG et al, 2011). As 4guas
residuarias da DAM contém altas concentragdes de acidos, Fe(Il)
dissolvido, sulfato e uma variedade de metais dissolvidos (tais como
ferro, aluminio, manganés, zinco, cobre, niquel, calcio, magnésio, e
cromo) (CHENG et al, 2011), caracterizando-se pela elevada presencga
de acidez e, consequentemente, baixo pH (ANDERSEN et al, 2012).

O tratamento da DAM pode ser realizado por meio de sistemas
passivos de tratamento de efluentes ou processos ativos. Os processos
ativos sdo mais comumente utilizados e envolvem o rapido aumento do
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pH pelo uso de reagentes alcalinos e posterior precipitacdo dos metais
dissolvidos utilizando agitagdo. Os tratamentos aplicados podem resultar
na recuperagdo de compostos como 6xidos de ferro (KIRBY et al, 1999;
KAIRIES et al, 2005; WEI e VIADERO, 2007; ANDERSEN et al,
2012; FLORES, 2012), os quais podem apresentar-se como matéria-
prima de baixo custo (FLORES, 2012). As caracteristicas do produto
obtido sdo importantes para a defini¢do dos possiveis usos e eficiéncia
dos mesmos. Os produtos recuperados a partir do tratamento da DAM
apresentam 0xidos de ferro e sulfato em sua composi¢do (ANDERSEN
et al, 2012), portanto, podem ser utilizados como receptores de elétrons
na bioestimulagdo combinada dos processos de ferro e sulfatorredugao.

3.2.4 Mecanismos de biodegradacdo anaerobia do biodiesel

A biodegradacdo anaerdbia do biodiesel inicia-se com a
hidrolise do éster (via estearases) a acidos graxos de cadeia longa
(AGCL) e alcool (usualmente metanol). Em seguida, os acidos graxos
de cadeia longa sdo oxidados via B-oxidacdo, processo no qual os
AGCL sio clivados até a producdo de Acetil-CoA. A Figura 3.4 ilustra
o processo de B-oxidacao.

O primeiro passo desse processo trata-se da conversdo do
AGCL para o éster-Coenzima A (CoA), pela acdo da proteina acil-CoA
sintetase, em uma reagdo que requer energia na forma de ATP
(Adenosina Trifosfato) (CHAPELLE, 2001; SOUSA et al., 2009). O
éster-CoA ¢ entdo oxidado na posicdo beta originando moléculas de
Acetil-CoA (fragmentos de dois carbonos), restando assim moléculas de
acido graxo de cadeia longa com dois 4&tomos de carbonos a menos, que
sdo sequencialmente oxidados até a completa conversdo dos carbonos a
acetil-CoA. Por fim, a molécula de acetil-CoA ¢é convertida em acetato,
que, por sua vez, ¢ degradado em CO,, H, ou metano (CHAPELLE,
2001).
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Figura 3.4: Ilustracdo da degradacio de um acido graxo via f-oxidacao
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3.2.5 Mecanismos de biodegradagcdo anaerobia dos
hidrocarbonetos aromadticos do diesel

Os hidrocarbonetos aromdaticos sdo constituidos de anéis
benzénicos, os quais sdo termodinamicamente estaveis devido ao
sistema simétrico de m elétons do anel aromatico (VOGT;
KLEINSTEUBER; RICHNOW, 2011). Esta estabilidade torna custosa a
degradagdo desses compostos, pois 0s micro-organismos apresentam
dificuldade em efetuar a quebra do anel para utilizar o carbono como
fonte de energia. Na biodegrada¢do aerdbia, o oxigénio molecular
funciona como um cossubstrato reativo que ativa o nucleo aromatico,
facilitando a degradagdo. A falta de um desestabilizador em potencial ou
de um cossubstrato reativo dificulta a degradagdo anaerdbia desses
compostos. Diversos mecanismos de ativacdo do anel aromdtico em
condigdes anaerobias vém sendo estudados desde o final da década de
1980 e serdo apresentados a seguir.

O mecanismo geral de degradagdo anaerdbia dos compostos
aromaticos ocorre pela transformacdo desses em compostos
intermediarios centrais envolvendo reagdes de oxidacdo e redugdo, para
posterior clivagem e redugdo do anel (COATES; CHAKRABORTY;
MCINERNEY, 2002). De um modo geral, os hidrocarbonetos
monoaromaticos (BTEX) s3o convertidos ao intermediario benzoil-
CoA. O anel aromatico do benzoil-CoA ¢ reduzido pela benzoil-CoA
redutase e, posteriormente, clivado a 3-hidroxipimelil-CoA, que ¢ beta-
oxidado a 3 moléculas de acetil-CoA e 1 molécula de CO,. Entdo, as
moléculas de acetil-CoA sio quebradas por meio de enzimas,
produzindo energia na forma e ATP que sera utilizado pelos micro-
organismos, resultando na liberacdo de acetato (COATES;
CHAKRABORTY; MCINERNEY, 2002; FUCHS; BOLL; HEIDER,
2011; HEIDER, 2007; HEIDER; FUCHS, 1997, VOGT;
KLEINSTEUBER; RICHNOW, 2011). O acetato ¢ entdo degradado a
CO; ou metano. As Figuras 3.5 e 3.6 apresentam a degradag@o anaerdbia
dos hidrocarbonetos monoaromaticos convergindo na producdo do
metabolito benzoil-COA ¢ a conversao do benzoil-CoA a acetil-CoA,
respectivamente.
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Figura 3.5: Mecanismos de degradacio anaerobia do tolueno, etilbenzeno e
benzeno produzindo o metabélito benzoil-COA.
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Figura 3.6: Rota bioquimica de degradacio do benzoil-CoA
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Fonte: Adaptado de (FUCHS et al., 2011)

Os mecanismos de ativagdo dos compostos aromaticos e suas
transformacgdes a benzoil-CoA podem variar. A trasformacao inicial do
benzeno pode ocorrer por meio de trés rotas bioquimicas distintas:
hidroxilagdo a fenol e posterior conversdo a benzoil-CoA (ABU
LABAN et al., 2010; GRBIC-GALIC; VOGEL, 1987), carboxilagdo
direta a benzoato (ABU LABAN et al., 2010; KUNAPULI et al., 2008)
ou metilagdo a tolueno (ABU LABAN et al., 2010; ULRICH; BELLER,;
EDWARDS, 2005). A conversdo do tolueno e dos isomeros do xileno a
benzoil-COA ¢ iniciada pelo mecanismo de adigdo de fumarato, no qual
uma molécula de fumarato ¢ adicionada no grupo metil dos compostos
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formando o benzilsuccinato por agdo da enzima benzilsuccinato
sintetase (BSS) (CALLAGHAN et al., 2010; CARMONA et al., 2009;
KIM et al., 2014; KLEINSTEUBER; SCHLEINITZ; VOGT, 2012) e,
entdo, o benzilsuccinato é posteriormente transformado a benzoil-CoA.
A adigdo de fumarato ¢é a reagdo mais investigada e conhecida dentre as
transformagdes anaerdbias dos hidrocarbonetos (HEIDER, 2007; KIM
et al., 2014; KLEINSTEUBER; SCHLEINITZ; VOGT, 2012). Por fim,
o etilbenzeno ¢ inicialmente desidrogenado para formar uma molécula
de 1-feniletanol, a qual serd desidrogenada a acetofenona. A
acetofenona sofre carboxilagdo a 3-fenil-3-oxopropionato que ¢
convertido a benzoil-CoA (RABUS et al., 1993; RABUS; WIDDEL,
1995). A Figura 3.7 apresenta os diferentes mecanismos de ativagdo do
benzeno.
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Figura 3.7: Mecanismos de ativa¢io do benzeno
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Assim como para os hidrocarbonetos monoaromaticos,
diferentes rotas bioquimicas de degradacdo sdo apresentadas para os
HPA's de baixo peso molecular, porém os procedimentos de degradagéo
desses compostos ainda ndo foram completamente elucidados e pouco
se sabe sobre os mecanismos de ativagdo HPA’s de alto peso molecular.

O naftaleno e o 2-metilnaftaleno possuem como metabolito
central de suas rotas bioquimicas de degradacdo o acido 2-naftdico
(ANNWEILER; MICHAELIS; MECKENSTOCK, 2002; EBERLEIN et
al., 2013; FUCHS; BOLL; HEIDER, 2011; MORRIS et al., 2014;
SAFINOWSKI; MECKENSTOCK, 2006; ZHANG; YOUNG, 1997).
Uma vez formado o 4cido 2-naftdico, este requer a sua ativagdo na
forma de 2-naftoil-CoA. O 2-naftoil-CoA é entdo convertido a 5,6,7,8-
tetraidro-2-naftoil-CoA pela enzima 2-naftoil-CoA redutase (MORRIS
et al., 2014) e posteriormente transformado a hexaidro-2-naftoil-CoA
pela enzima arilcarboxil-CoA redutase (EBERLEIN et al., 2013). As
tranformagdes iniciais do 2-metilnaftaleno e do tolueno sdo analogas
(SAFINOWSKI; MECKENSTOCK, 2006), portanto o mecanismo de
ativacdo da degradagdo do 2-metilnaftaleno se dé pela adicdo de
fumarato (ANNWEILER; MICHAELIS; MECKENSTOCK, 2002;
SAFINOWSKI; MECKENSTOCK, 2006). J4 os mecanismos de
transformacdo inicial do naftaleno podem ocorrer por carboxilagdo
(FUCHS; BOLL; HEIDER, 2011; ZHANG; YOUNG, 1997) ou
metilagdo, onde o naftaleno ¢é convertido a 2-metilnaftaleno
(SAFINOWSKI; MECKENSTOCK, 2006). A Figura 3.8 apresenta a
rota biquimica de transformagao do naftaleno ao 4cido 2-naftoéico.
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Figura 3.8: Mecanismos de degradaciio anaerdbia do naftaleno formando o
metabdélito acido 2-naftoil-CoA
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Fonte: Adaptado de (MORRIS et al., 2014)

Além do naftaleno e 2-metilnaftaleno, Tsai; Kumar; Lin, (2009)
apresentaram uma rota bioquimica de degradacdo para o fluoreno e
fenantreno. Esses compostos foram biotransformados através de uma
sequéncia de reagdes de hidratagdo e hidrolise, seguida de
descarboxilagdo, com a formacdo do intermedidrio fenol, que foi
posteriormente convertido a acido acético. O acido acético ¢ entdo
utilizado pelos micro-organismos e transformado em CO, ou metano. A
Figura 3.9 apresenta a rota bioquimica de transformagdo do fluoreno e
fenantreno, mostrando os diferentes metabolicos formados.
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Figura 3.9: Mecanismos de degradacio anaerobia do fluoreno e fenantreno
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3.2.6 Gene bssA

O gene codificador da enzima a-benzilsuccinato sintase (bssA)
¢ frequentemente empregado para detecgdo e quantificagdo de micro-
organismos degradadores de hidrocarbonetos aromaticos cuja reagdo de
biodegradacdo anaerébia ¢ iniciada pela adicdo de fumarato (ex.
tolueno, xilenos e 2-metilnaftaleno) (BELLER et al., 2002;
CALLAGHAN et al., 2010; CARMONA et al., 2009; KIM et al., 2014;
KLEINSTEUBER; SCHLEINITZ; VOGT, 2012; SUN; SUN;
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CUPPLES, 2014b; WINDERL; SCHAEFER; LUEDERS, 2007).
Sabendo que a adigdo de fumarato se caracteriza como a principal
reacdo de ativagdo envolvida na degradagdo de hidrocarbonetos
monoaromaticos (KLEINSTEUBER; SCHLEINITZ; VOGT, 2012) e
dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, como naftaleno e 2-
metilnaftaleno  (SAFINOWSKI; MECKENSTOCK, 2006), a
quantificagdo do gene bss4 pode inferir sobre a degradacdo dos
hidrocarbonetos aromaticos. Nesse sentido, Winderl; Schaefer; Lueders
(2007) afirmam que o gene bssA pode ser utilizado como um marcador
"universal" para a degradacdo dos hidrocarbonetos monoaromaticos. A
Figura 3.10 apresenta a rota bioquimica de degradag@o do tolueno com
destaque para o gene bssA, envolvido na reagdo inicial de biodegradacao
anaerobia, via adi¢do de fumarato.

Figura 3.10: Mecanismos de degradac¢io anaerébia do tolueno com
destaque para o gene bssA, envolvido na reacio inicial de biodegradacao
anaerdbia via adicdo de fumarato
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Fonte: Adaptado de (KIM et al, 2014)

O mecanismo de adigdo de fumarato ocorre em micro-
organismos de diversos grupos funcionais, tais como nitrato, ferro e
sulfatorredutores, bem como micro-organismos fermentativos
(KLEINSTEUBER; SCHLEINITZ; VOGT, 2012). O gene bssd foi
detectado em todos micro-organismos que apresentam capacidade de
degradar os hidrocarbonetos aromaticos cuja reagdo inicial de ativagdo
seja através da adicdo de fumarato (WINDERL; SCHAEFER;
LUEDERS, 2007), o que reforca a ampla aplicabilidade deste gene
como marcador catabolico da degradagdo anaerobia dos BTEX e HPAs.

3.3 Influéncia do biodiesel sobre a degradacio do diesel

A crescente utilizagdo de misturas de diesel/biodiesel torna
fundamental o conhecimento de possiveis influéncias que estes
combustiveis possam exercer um sobre o outro, no caso de
contaminacdo de aguas subterraneas. O biodiesel ¢ mais facilmente
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metabolizado do que o diesel, pois é composto basicamente por acidos
graxos de cadeia longa com 2 atomos de oxigénio no final da cadeia, os
quais sfo biologicamente ativos, fazendo com que sejam mais
suscetiveis ao ataque enzimatico de micro-organismos (ZHANG et al.,
1998).

Estudos demonstram que o biodiesel pode exercer efeitos
sinergéticos positivos sobre a degradacdo dos n-alcanos do diesel,
acelerando a degradacdo destes compostos através dos processos de
cometabolismo (ZHANG et al., 1998; PASQUALINO et al., 2006; NG
et al., 2015) ou cossolvéncia (YASSINE et al., 2012; YASSINE et al.,
2013; NG et al., 2015). No processo de cometabolismo micro-
organismos utilizam um segundo substrato, mais facilmente degradado,
como fonte de carbono para oxidar um primeiro substrato, de dificil
degradacdo (PASQUALINO et al., 2006). Assim, o biodiesel atua como
uma fonte de carbono mais prontamente assimilavel aos micro-
organismos, favorecendo a degradagdo do diesel (NG et al., 2015). Ja o
processo de cossolvéncia ¢ definido como a capacidade de um
determinado solvente em aumentar a solubilidade de um soluto em outro
solvente. Neste caso, o caracter anfifilico dos AGCL, compostos
hidrolisados do biodiesel, aumentou a estabilidade coloidal do oéleo,
resultando em uma maior area de contato entre oOleo e dagua,
aumentando, desta forma, a dissolu¢do dos n-alcanos na 4gua
subterrdnea (YASSINE et al., 2012; NG et al., 2015). No entanto, estes
efeitos sinergéticos foram observados somente quando concentragdes
significativas de biodiesel estavam presentes na mistura. DeMello et al.
(2007) e Mariano et al. (2008) conduziram experimentos laboratoriais
com misturas de diesel e biodiesel e ndo observaram influéncia do
biodiesel em misturas com fragdes inferiores a 20% (em volume) deste
composto. Ja Sorensen et al. (2011), observaram uma mudanca
significativa na comunidade microbiana de misturas de diesel/biodiesel
que continham uma fracdo minima de 10% (em volume) de biodiesel.
Portanto, para que o biodiesel possa excercer efeitos positivos sobre a
degradacdo dos n-alcanos, seriam necessarias fragdes minimas de 10-
20% de biodiesel nas misturas.

Embora o biodiesel possa exercer efeitos positivos sobre a
degradacdo dos n-alcanos, a presenca deste biocombustivel pode inibir a
degradacdo do benzeno (BORGES ET AL, 2014; CORSEUIL ET AL,
2011), tolueno (CORSEUIL ET AL, 2011) e hidrocarbonetos
aromaticos de um modo geral (YASSINE ET AL, 2013), quando na
forma de misturas com diesel. Chiaranda (2011) realizou experimento
em campo avaliando a atenuacdo natural do B20 e observou que, mesmo
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apos 29 meses de experimento, altas concentra¢des dos hidrocarbonetos
mono e policiclico aromaticos foram detectadas no aquifero, mostrando
que a presenga do biodiesel dificultou a biodegradagdo dos
hidrocarbonetos aromaticos. No mesmo periodo experimental, foram
observadas altas concentra¢des de metano e baixas concentragdes de
acetato (metabdlito da biodegradag¢do do biodiesel), sugerindo que o
biodiesel foi preferencialmente degradado pelos micro-organismos
(CHIARANDA, 2011). Nesse sentido, Owsianiak et al. (2009)
realizaram experimentos em bancada e observaram que, em uma
amostra contendo 10% (em volume) de biodiesel (B10), os ésteres de
acido graxo foram preferencialmente biodegradados, diminuindo a taxa
de degradagdo dos hidrocarbonetos de petrdleo quando comparada a
uma amostra contendo diesel puro.

Recentemente, RAMOS et al. (2016) apresentaram um estudo
comparativo do comportamento dos hidrocarbonetos monoaromaticos
quando misturados com um biocombustivel altamente solivel (etanol) e
com um biocombustivel pouco soluvel, que se comporta como um
NAPL (biodiesel). Os autores demonstraram que, quando o diesel ¢é
misturado ao biodiesel, os hidrocarbonetos monoaromaticos formam
uma pluma de contaminagdo de pequena extensdo, porém com altas
concentracdes dissolvidas residuais de BTEX perto da zona da fonte,
quando comparadas as misturas de etanol e gasolina. Isto de deve a
menor mobilidade e a menor solubilidade do biodiesel em comparagéo
ao etanol, que resulta em uma taxa de degradagdo mais lenta na zona da
fonte, devido as menores taxas de dissolu¢do do biodiesel na agua. A
persisténcia do biodiesel na zona da fonte e a sua degradagdo
preferencial em relagdo aos BTEX resulta em efeitos negativos de longo
tempo sobre a biodegradagdo dos hidrocarbonetos aromaticos,
contribuindo para a sua persisténcia na zona da fonte de contaminacio
(RAMOS et al., 2016). Adicionalmente, Wu et al. (2015) observaram
que, em misturas de diesel/biodiesel, a presenca do diesel teve um efeito
negativo sobre a dissolu¢do do biodiesel, diminuindo as concentragdes
dissolvidas dos acidos graxos de cadeia longa (AGCL), compostos
hidrolisados do biodiesel. Complementarmente, Yassine; Suidan;
Venosa (2013) demontraram que, quanto maior a concentragdo
dissolvida de um composto NAPL, maior sera sua biodisponibilidade
para a comunidade microbiana e consequenemente maior serd a sua taxa
de biodegradagdo. Assim, em misturas de diesel/biodiesel, a presenca do
petrodiesel reduz o particionamento dos AGCL para a agua, afetando
negativamente a biodegradagdo deste combustivel devido a redugdo da
biodisponibilidade dos AGCL na fase dissolvida (WU et al., 2015).
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4. MATERIAIS E METODOS

Para dar inicio ao experimento de campo, foi realizada a
liberagdo controlada, diretamente no aquifero, de 100 L do combustivel
diesel B20 (80% de diesel e 20% de biodiesel de palma, v/v).
Atualmente, no Brasil, a adigdo obrigatéria de biodiesel ao diesel ¢ de
8%, porém a escolha por conduzir o experimento com diesel B20 se
deve ao fato de, na ultima década, ter sido observado um aumento
gradativo da propor¢do de biodiesel ao diesel comercial nacional. Como
a mistura B20 tém sido adotada em paises como a Polénia e EUA,
devido ao seu bom equilibrio entre custo, emissdes ¢ desempenho do
motor (USDE, 2016), acredita-se que esta sera a tendéncia de
percentagem exigida no Brasil em um futuro préximo. Além disso,
DeMello et al. (2007) observaram que, em misturas com proporgdes de
biodiesel inferiores a 20% do volume do combustivel, ndo ¢ possivel
observar influéncias significativas dos ésteres do biodiesel sobre os
compostos do diesel. Adicionalmente, outros experimentos em campo
foram realizados no Nucleo Ressacada de Pesquisas em Meio Ambiente
(REMA) com combustiveis nesta mesma propor¢do (CHIARANDA,
2011; RAMOS, 2013), possibilitando, desta forma, a comparagdo entre
os processos de remediacgdo utilizados.

Para o estabelecimento da tecnologia de remediagdo, foram
adicionados, no aquifero, 6xidos de ferro recuperados a partir do
tratamento da drenagem acida de mina (DAM) e acetato de amodnio
(CH;COONH,), a fim de estimular os processos de ferro e
sulfatorredu¢do no ambiente subsuperficial, bem como incentivar o
rapido crescimento inicial de micro-organismos especificos envolvidos
nestes processos (ex. bactérias da familia Geobacteraceae). O
tratamento de remediagdo proposto tem como finalidade aumentar a taxa
global de biodegradacdo do diesel B20, acelerando a biodegradagdo do
biodiesel, o que resultard na rapida remocdo dos hidrocarbonetos mono
e policiclicos aromaticos do diesel.

Para avaliar se os objetivos deste estudo foram atingidos, foi
efetuado o monitoramento de varidveis fisico-quimicas (temperatura,
pH, potencial de oxirredu¢do (ORP), oxigé€nio dissolvido, anions
(acetato (CH3COOQ"), cloreto (CI), nitrito (NO;), nitrato (NO3),
brometo (Br), sulfato (SO4¥) e fosfato (PO4)), acidez, alcalinidade,
Fe(Il), sulfeto, Fe(IIl), ferro total suspenso, BTEX, HPAs e metano) e
da concentracdo de bactérias totais, arqueas € micro-organismos
especificos envolvidos na degradagdo de hidrocarbonetos aromaticos e
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nos processos de ferro e sulfatorreducdo, em amostras de agua
subterranea. Além disso, ao final do periodo de monitoramento, foram
realizadas analises de BTEX e HPAs em amostras de solo, na zona da
fonte de contaminagdo, a fim de observar os efeitos da tecnologia de
remediacdo na fase livre (NAPL). Um experimento adjacente, realizado
em condi¢des semelhantes a este e com 100L de diesel B20, no qual foi
aplicada a tecnologia de atenuag@o natural monitorada, foi utilizado
como controle comparativo, a fim de avaliar se a estratégia de
bioestimulagdo aplicada neste estudo acelerou a degradacdo dos
hidrocarbonetos aromaticos do diesel. Ainda, para a investigacdo das
comunidades microbianas atuantes nos processos de degradagdo do
diesel B20 e de seus subprodutos metabdlicos, foram realizadas analises
de sequenciamento genomico.

Assim, a elaboragdo deste trabalho pode ser dividida em 5
etapas metodologicas, as quais estdo descritas na Figura 4.1.

Figura 4.1: Diferentes etapas metodologicas realizadas para o
desenvolvimento deste trabalho
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4.1 Area experimental

O experimento de campo foi realizado na Fazenda Experimental
da Ressacada, propriedade da Universidade Federal de Santa Catarina,
cuja area ¢ de 10.026 m?. A Fazenda da Ressacada estd localizada no
municipio de Florianopolis, bairro da Tapera, proxima ao Aeroporto
Hercilio Luz, no sul da ilha de Florianopolis/SC. A Figura 4.2 apresenta
a localizacdo da area experimental.
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Santa Catarina

Figura 4.2: Localizacio da drea experimental
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O presente estudo foi conduzido em uma area de 180 m” (18 m
de comprimento x 10 m de largura), onde foram instalados 30 pogos de
monitoramento, cada qual com 5 niveis de profundidade (localizados a
2,0; 3,0; 4,0; 5,0 e 6,0 metros de profundidade em relagdo ao nivel do
terreno). A area experimental ¢ relativamente plana, apresentando
declividades entre 0 a 3%. A Figura 4.3 apresenta a configura¢do da
area experimental construida.

Figura 4.3: Configuracio da drea experimental
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Para a defini¢@o da alocag@o da area experimental foi analisada
a direcdo preferencial do fluxo da agua subterranea, a qual foi
determinada a partir do monitoramento das flutuagdes dos niveis de 17
pocos piezométricos (PE1, PE2, PE3, PE4, PE6, PE7, PM1, PM2, PM5,
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PM6, PZ1, PZ2, PZ3, PZ5, PZ6, PZ7, PZ8), localizados ao redor da area
experimental, conforme demonstrado na Figura 4.4. Com base nesses
dados, foi realizado o calculo da carga potenciométrica dos pogos ¢ a
direcdo preferencial do fluxo foi determinada via interpolacdo da carga
potenciométrica do local, pelo método de Krigagem, aplicado ao
software Surfer 8.0.

Figura 4.4: Localizacio da 4area experimental (em amarelo) e dos
piezOmetros no entorno da area (em verde)

Os pocos de monitoramento foram instalados no sentido da
diregdo do fluxo da agua subterranea. A perfuragdo destes foi realizada
pelo método de jatos d’agua, devido a caracteristica litologica do local,
que apresenta predominancia de areia fina. Para a confec¢do dos pogos
foram utilizados canos de PVC de 6 m de comprimento ¢ 20 mm de
diametro externo, os quais contém mangueiras de polietileno em seu
interior, que s3o utilizadas para a coleta da agua subterrdnea. Na
extremidade inferior das mangueiras foi acoplado um filtro de ago
inoxidavel com intuito de evitar a passagem de material particulado.
Foram utilizadas 5 mangueiras, uma para cada nivel de profundidade,
diferenciadas por cores.
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4.2. Caracterizaciio da area experimental

A caracterizacdo da area experimental foi realizada por meio de
caracterizagdes hidrogeoldgica, hidrogeoquimica e microbiologica do
aquifero. A Figura 4.5 apresenta um esquema resumido das analises
realizadas.

Figura 4.5: Esquema das analises realizadas para a caracterizaciio da drea
experimental

Dire¢éo do fluxo

I Agua subterranea Condutividade

e e hidraulica
Velocidade
C.r:lractenz;’ag.ao Fmm————————————— . Perfil estratigrafico
hidrogeoldgica
i Solo i Granulometria
e — 4

Porosidade efetiva

i Analises do
N — .
Caracterizagao 1 ! monitoramento

hidrogeoquimica e Matéria organica

microbio|o’gica pmmmmmmmmmmmmmmmmo- :
! Solo Carbono organico

1

S —— 1

Nutrientes

4.2.1 Caracterizagdo hidrogeolégica da drea experimental

A caracterizagdo hidrogeologica permitiu avaliar a dindmica
dos contaminantes dissolvidos na agua subterranea por meio da
determinacdo da diregdo preferencial do fluxo, velocidade e
condutividade hidraulica da agua subterrdnea. Além disso, dados de
pluviometria e caracteristicas fisicas do solo como: granulometria,
porosidade efetiva e perfil estratigrafico, também apresentam
importancia na definicdo do destino e transporte dos contaminantes.
Como a Fazenda Experimental da Ressacada, local onde foi instalada a
area experimental do presente trabalho, apresenta outros experimentos
em campo, algumas caracteristicas hidrogeologicas foram avaliadas
previamente a este estudo, conforme descrito a seguir.
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A porosidade efetiva (1), que representa a agua que ira drenar
sob a influéncia da gravidade, foi analisada seguindo o método da Mesa
de Tensdo (LEAMER e SHAW, 1941) e as andlises foram realizadas no
Laboratério de Irrigacdo e Drenagem da UFSC. Para a realizag@o destes
ensaios, foram coletadas amostras indeformadas de solo, em triplicata,
que foram pesadas, saturadas e colocadas sobre a mesa de tensdo, onde
permaneceram por 24 horas sob aplicacdo de uma tensdo correspondente
a uma coluna da 4gua de 60 cm, objetivando a extragdo da agua contida
nos macroporos. Posteriormente, os anéis foram pesados, mantidos em
uma estufa a 105° C por 24 horas e submetidos a pesagem novamente, a
fim de se obter o peso seco das amostras. A determinag@o da porosidade
efetiva foi realizada pela diferenca da porosidade total (Equagdo 4.1) e
da umidade relativa (Equagdo 4.2).

n = 2 x 100 Equacdo 4.1

t a

mg—m
W, = % x 100 Equagdo 4.2
S

Onde:

N, = porosidade total (%);

a = densidade da particula (g/cm’);
b = densidade aparente (g/cm’);
W, = umidade retida (%);

my = massa de solo drenada (g);
m, = massa de solo seca (g).

Assim como para a defini¢do da direcdo preferencial do fluxo,
para a determinagdo da velocidade e condutividade hidraulica foram
analisados os 17 pogos piezométricos demonstrados na Figura 4.3. A
condutividade hidraulica, que trata-se de uma medida da habilidade do
aquifero transmitir 4gua (FETTER, 1994), foi determinada por Lage
(2005) utilizando o teste de s/ug realizado em campo e interpretado pelo
Meétodo de Hvorslev (1951). Entdo, de posse dos dados de carga
potenciométrica medidos em campo, condutividade hidraulica na por¢éo
saturada e porosidade efetiva, com o auxilio do software AutoCad 2007,
foi determinada a velocidade instersisticial da area. Para o calculo, os
dados foram aplicados a Equagéo 4.3 que descreve a Lei de Darcy.
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= Ksatde Equacio 4.3
v = n, AL quagio 4.

Onde:
v = velocidade intersticial (cm/s);
Ka = condutividade hidraulica saturada (cm/s);

Z—Z = gradiente hidraulico (m/m);

Ne = porosidade especifica (adimensional).

O conhecimento do perfil litolégico ¢ de fundamental
importancia no estudo do comportamento hidrodindmico do aquifero
(FEITOSA et al.,, 2008). Assim, para a determinacdo do perfil
estratigrafico foram realizadas sondagens até 6 metros de profundidade,
em relag@o ao nivel do terreno, nos pogos PMF, PM13 e PM28 (Figura
4.3). As sondagens foram realizadas com o auxilio do “Prospecting Kit
for Soil” da Mastrad Ltd (conjunto de equipamentos para exploracdo e
amostragem de solos). Apos a coleta, o material foi removido do
amostrador ¢ a geologia da amostra foi determinada visualmente.
Posteriormente, uma amostra de cada camada de solo foi enviada para
laboratério, onde foram realizados ensaios complementares, tais como
granulometria e porosidade efetiva, além do levantamento de
caracteristicas hidrogeoquimicas.

As andlises granulométricas foram realizadas segundo os
preceitos da NBR 7181 (ABNT, 1984), pelo laboratorio fisico-quimico
da Companhia Integrada de Desenvolvimento Agricola de Santa
Catarina (CIDASC). A NBR 7181 (ABNT, 1984) ¢ baseada nos
métodos de sedimentagdo e peneiramento e, através dela, foi possivel
caracterizar o didmetro dos grios e as propor¢des relativas em que estes
se encontram distribuidos no solo. Por fim, os dados pluviométricos
referentes ao periodo de monitoramento do experimento foram
fornecidos pelo Departamento de Controle do Espago Aéreo (DECEA),
responsavel pelo Ajardinado Meteoroldgico do Aeroporto Internacional
Hercilio Luz da cidade de Floriandpolis.
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4.2.2 Caracterizacoes hidrogeoquimica e microbiologica da
drea experimental

Previamente a liberagdo controlada do combustivel na area
experimental se fez necessaria a determinagdo dos pardmetros fisico-
quimicos e microbiologicos de referéncia do local (background). Para
tanto, foi efetuada a caracterizagdo hidrogeoquimica e microbioldgica da
da agua subterranea, bem como analises da matéria organica, carbono
organico e nutrientes do solo da area experimental.

As analises geoquimicas do solo foram realizadas pelo
laboratorio fisico-quimico e biolégico da CIDASC. O teor de matéria
organica do solo foi determinado pelo método colorimétrico. De posse
deste dado, foi obtido o teor de carbono orgénico dividindo-se o
percentual de matéria organica por 1,72 (JARAMILLO, 1996). Os
nutrientes analisados foram: nitrogénio total, ferro, enxoftre, zinco,
manganés, boro, cobre, fosforo, potassio, aluminio, calcio e s6dio. Suas
concentragdes foram obtidas pelo método de espectrofotometria por
absorcdo atomica. O conhecimento do teor de carbono orginico ¢
importante, pois este influencia fatores como a sor¢do' e retardo’,
enquanto a disponibilidade de nutrientes ¢ um fator determinante para
assegurar as condigdes de crescimento e desenvolvimento dos micro-
organismos.

Para a caracterizagdo da agua subterrdnea foram coletadas
amostras de diversos pocos de monitoramento, em diferentes niveis.
Assim, os pocos avaliados foram: PMF, PM04, PM06, PM13, PM23,
PM30 (Figura 4.3). Foram realizadas as seguintes analises fisico-
quimicas: temperatura, pH, potencial de oxidacdo-reducdo (POR),
oxigénio dissolvido, anions (acetato (CH;COQ"), cloreto (CI'), nitrito
(NO,), nitrato (NO5’), brometo (Br), sulfato (SO,”), sulfeto e fosfato
(PO,)), acidez, alcalinidade, ferro (1), ferro (1), ferro total suspenso.
Além disso, foram analisadas as seguintes varidveis microbioldgicas:
bactérias totais, ferrorredutoras, sulfatorredutoras, degradadoras de
hidrocarbonetos aromaticos (gene bssA4) e arqueas. Informagdes sobre as
coletas de dgua subterrinea e descri¢do dos métodos de andlises estdo
detalhadamente disponiveis nos itens 4.4.1 ¢ 4.4.2.

'Sorcio se refere 4 combinagio dos processos de absorgio e adsorgio, sendo assim,
¢ o fenomeno decorrente da interagdo do contaminante com as particulas do solo.
“Retardo se refere ao deslocamento mais lento do contaminante na 4gua subterranea
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4.3 Liberacio controlada do combustivel e sistema de
bioestimulacio anaeroébia

No dia 25 de fevereiro de 2014 foi realizada, diretamente no
aquifero, a liberagdo controlada do combustivel diesel B20 e a adicdo
dos produtos de remediagdo. As condi¢les climaticas estavam boas,
com céu predominantemente ensolarado. O diesel B20 foi preparado
previamente a liberagdo controlada, por meio da mistura contendo 80L
de diesel puro e 20L de biodiesel de palma, cuja produgdo foi realizada
por transesterificagdo por rota metilica. A Figura 4.6 apresenta o preparo
da mistura diesel B20. O anexo C apresenta o laudo com as
caracteristicas do biodiesel utilizado.

Figura 4.6: Preparacio do diesel B20

Dentre as diversas fontes de oleaginosas que podem ser usadas
como matéria prima para a produ¢do de biodiesel, o 6leo de palma
apresenta vantagem as demais, devido a baixa necessidade energética
para sua produgdo (MPOC, 2016). Além disso, politicas de
desenvolvimento do biodiesel no Brasil, que visam aumentar a
participacdo da regido norte do pais no Programa Nacional de Produgéo
e Uso de Biodiesel, bem como a geragdo de receita e desenvolvimento
social sustentavel, tém estimulado a produ¢do do biodiesel por meio do
uso da palma (DeCARVALHO, 2015). Assim, volumes significativos
de biodiesel de palma serdo produzidos, transportados e utilizados no
pais, tornando-se importante o conhecimento das formas mais
adequadas de tratamento, em caso de contaminacdo de d4guas
subterraneas com misturas bindrias de diesel/biodiesel de palma.

Para a liberagdo controlada do diesel B20 e adi¢ao dos produtos
de remediagdo o solo foi escavado na regido denominada de fonte de
contaminac¢do, em uma area de 2,0 m de comprimento x 1,5 m de
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largura ¢ 1,8 m de profundidade (nivel de afloramento do lengol
freatico) (Figura 4.7). Primeiramente, foram liberados 3 Kg da
substincia conservativa brometo de potassio (KBr), previamente
dissolvidos em 4gua subterrdnea proveniente de uma darea nao
contaminada, o qual teve a finalidade de atuar como tragador do fluxo
advectivo. Em seguida, foram liberados 100 L de diesel B20 (Figura
4.8), seguido da introdug@o dos produtos de biorremediagdo: 100 Kg de
oxidos de ferro recuperados a partir da drenagem acida de mina e 2 Kg
de acetato de amonio, previamente dissolvidos em agua subterranea
(Figura 4.9). Por fim, a area experimental foi coberta com o solo
original, lona e britas, com o intuito de minimizar a volatilizagdo dos
compostos e reduzir a influéncia da infiltragdo da 4dgua da chuva no
experimento.

Figura 4.7: Area escavada para liberacio do contaminante e adicio dos
produtos de remediacio
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Figura 4.9: Adicao dos produtos de remediacio (produto recuperado do
tratamento da DAM e acetato de amonio)

/ _

ik

Os oxidos de ferro recuperados da DAM foram produzidos pelo
método de precipitacdo sequencial, a partir do lodo quimico do
tratamento da DAM da carbonifera Cricitima S.A., localizada na cidade
de Criciuma, estado de Santa Catarina, Brasil (ANDERSEN et al., 2012;
FLORES et al., 2012). O tratamento iniciou-se pela precipitacdo do
sulfato de calcio, hidroxido de aluminio e pequenas quantidades de
hidroxido de ferro(Il). Para tal, foi adicionada a solucao de hidroxido de
calcio (Ca(OH),) para ajuste do pH a 4,3. O sobrenadante foi
neutralizado a pH 7,0 pela adigdo de hidréxido de sddio, formando um
lodo verde (Fe(OH),) que foi precipitado, separado por decantagdo e
posteriormente oxidado para a completa conversdo do Fe*" a Fe’*. Por
fim, o lodo obtido foi lavado inimeras vezes para a completa remogao
dos sais incorporados, em seguida permaneceu secando a 110°C durante
24 horas, foi moido e peneirado para obtencdo do tamanho de particula
desejada (ANDERSEN et al, 2012; FLORES, 2012).

Considerando o laudo da composi¢do quimica do produto
recuperado da DAM e a analise da quantidade de sulfatos apresentados
nos anexos B e C e, sabendo que aproximadamente 10% das perdas por
igni¢do apresentadas na analise de fluorescéncia de raios X ¢ referente a
goethita (ANDERSEN et al, 2012), calcula-se que este produto contém
88,3% de 6xidos de ferro na forma de goethita e 1,7% de sulfato. A
Tabela 4.1 apresenta a composi¢do do produto recuperado do tratamento
da DAM. A goethita (Fe(Ill)) e o sulfato contidos no produto
recuperado da DAM foram adicionados como uma fonte suplementar de
ferro (IIT) e sulfato, para que possam atuar como receptores de elétrons
para os processos de biodegradagdo dos compostos organicos via
condigdes ferro e sulfatorredutoras na dgua subterranea. Com relagdo a
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morfologia, os oOxidos de ferro presentes no produto da DAM
apresentaram-se somente na fase cristalina, com particulas na forma
acicular, homogéneas e aglomeradas, com a distribui¢do de tamanho de
66,7 x 427,5 nm e area superficial de 67 m”.g"' (ANDERSEN et al,
2012).

Tabela 4.1. Composicio do produto recuperado do tratamento da DAM

Elementos Teor (%)
Sulfato total 1,73
Oxido de ferro (Goethita) 88,30
Oxido de aluminio 0,69
Didxido de silicio 0,97
Oxido de manganés 0,10
Oxido de magnésio 0,11
Oxido de célcio 3,64
Oxido de sodio 0,34
Oxido de bario 0,25
Oxido de zinco 0,31
Hidroxidos® 3,56

*Perda por igni¢do durante andlise termogravimétrica.

Para a determinacdo da quantidade de oxidos de ferro
recuperados do tratamento da DAM adicionada foram utilizadas
equacdes estequiométricas de biodegradagdo obtidas por meio do
modelo energético de biodegradacdo de McCarty (MCCARTY, 1969).
Este modelo considera que o crescimento bacteriano envolve duas
reacOes basicas: 1) producdo de energia para o crescimento e
manutengdo dos micro-organismos ¢; ii) sintese celular, sendo o mesmo
doador de elétrons para ambas as reagcdes (RITTMANN; MCCARTY,
2001). As equacdes estequiométricas obtidas estdo apresentadas no
Apéndice A e foram estimadas simulando uma situa¢do na qual o Fe
(IIT) seria o unico receptor de elétrons responsavel pela biodegradacio
dos hidrocarbonetos aromaticos do diesel e ésteres do biodiesel. O
calculo da massa de substrato passivel de biodegradagdo foi realizado
para os compostos: benzeno, naftaleno e palmitato, como representantes
dos hidrocarbonetos monoaromaticos (BTEX), poliaromaticos (HPAs) e
ésteres do biodiesel, respectivamente. Optou-se pela utilizagdo desses
uma vez que sdo os compostos mais soluveis, portanto, capazes de
exercer maior influéncia sobre o sistema, concebendo uma condigdo
mais conservadora. Além disso, o palmitato é o principal éster
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encontrado na composicdo do biodiesel de palma. A Tabela 4.2
apresenta a massa tedrica inicial de benzeno, naftaleno e palmitato na
fonte de contaminagdo, a relacdo estequiométrica de consumo dos
compostos por meio da redugdo do Fe(Ill) e a massa teorica de oxidos
de ferro recuperados da DAM necessaria para a completa mineralizago
do diesel B20 via ferrorredugao.
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Tabela 4.2: Célculo da quantidade tedérica de 6xidos de ferro recuperados do tratamento da DAM (OF DAM) necessaria
para a completa degradacio do diesel B20 via ferrorreducio

Massa Relacio Relacao Massa Massa
Composto vo massano - Densidade inicial este uimﬁlétrica este uiorilétrica tejrica de  Tedrica de
P combustivel’  (Kg.L™) q ? q Fe (IIT) OF DAM
(Kg) em mol em massa 5
(Kg) Kg)
e 14,16 084" 11,89 1:13,03 1:9,33 110,93 199,4
Naftaleno 5,68 0,84 4,77 1:20 1:8,73 41,64 324
Palmitato 20 0,88° 17,6 1:38,18 1:8.36 147,14 264,5
Acetato 1,53 1:3,36 1:3,18 4,86 8,7
Total 505

Fonte: 'Kaipper (2003)
Notas: 2Segundo laudo fornecido pela empresa produtora do biodiesel, apresentado do Anexo C

3Sabendo que o combustivel é composto por 80% de diesel e 20% de biodiesel e considerando a composigio do diesel
apresentada na Tabela 3.3 deste trabalho

“Segundo equagdes estequiométricas desenvolvidas no Apéndice A

SConsiderando a percentagem de goethita presente nos 6xidos de ferro recuperados do tratamento da DAM (OF DAM) de 88,3%
e a percentagem de Fe(III) na goethita de 63% (goethita ¢ composta de 90% de Fe,O; e 10% de H,0)
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Para a completa degradacdo do biodiesel e dos hidrocarbonetos
aromaticos do diesel via ferrorredugdo sdo necessarios 505 Kg de 6xidos
de ferro recuperados da DAM. Porém, a tecnologia de remediagdo
empregada visa estimular a biodegradagdo combinada dos processos de
ferro e sulfatorredugdo. Portanto, considerando que havera também a
contribui¢do do sulfato como receptor de elétrons optou-se em utilizar
um quinto da massa necessaria, quando considerado somente o processo
de ferrorredugdo. Assim, foi adicionado 100 Kg de o6xidos de ferro
recuperados do tratamento da DAM.

O acetato de amoénio foi utilizado com o intuito de estimular o
crescimento inicial de micro-organismos especificos envolvidos nos
processos de ferro e sulfatorreducdo (ex. bactérias da familia
Geobacteraceae) (LIVERMORE et al., 2013; RAMOS et al., 2014).
Além disso, o acetato de amdnio pode contribuir para o fornecimento de
nutrientes, na forma de nitrogénio amoniacal, o qual pode ser
prontamente assimilado no metabolismo microbiano (LIEBEG;
CUTRIGHT, 1999). A massa de acetato de amodnio adicionada foi de
2,0 Kg, a fim de obter uma concentragdo de 300 mg.L”, pois esta
concentracdo se mostrou suficiente para estimular o crescimento de
micro-organismos especificos capazes de atuar no processo de
ferrorredu¢do (RAMOS, 2013). Para a determinacdo da massa a ser
introduzida no aquifero, assumiu-se uma area de influéncia da regido da
fonte de contaminagdo de 2 m de largura X 4 m comprimento e
profundidade de 3 m. Assim, o volume de solo, acrescido do volume de
agua na regido de influéncia foi determinado em 24 m’. Sabendo que a
porosidade do solo ¢ de 28,3 %, obtém-se um volume de 6,792 m’
(6.792 L). Portanto, para alcangar a concentragcdo de 300 mg.L'] seria
necessaria a massa de 2 kg de acetato de aménio (C =m +V; m = C X

v;m =20 x 6792L = 2.037.600mg = 2,0 Kg).

4.4 Monitoramento do experimento

O acompanhamento das transformacdes ocorridas no ambiente
subterrdaneo foi realizado por campanhas de monitoramento que
incluiram coletas e analises (em campo e em laboratério) da agua
subterrdnea. Foram realizadas 4 campanhas de monitoramento, apos
transcorridos 3, 7,4, 13 e 17,8 meses da liberagdo controlada do
combustivel e inicio do tratamento de remediacdo proposto, além da
campanha realizada previamente a liberagdo do B20 (background). O
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tempo de duragdo de cada campanha de monitoramento variou de 10 a
21 dias, conforme a quantidade de pogos analisados.

A Figura 4.10 apresenta um esquema das analises realizadas
durante as campanhas de monitoramento.

Figura 4.10: Esquema das analises realizadas durante o monitoramento do

experimento
i Andlisesde 1 Temperatura Medidor de célula
: campo : pH, OD, POR de fluxo
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E_ Sulfetos |
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! C\assmﬁca;ao 1 Sequenciamento
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Legenda: OD - Oxigénio Dissolvido; POR - Potencial de Oxidag¢ao-Redugéo;
BSR - Bactérias Sulfatorredutoras; bssA - Benzilsuccinato Sintase; PCR -
reagdo em cadeia da polimerase.

4.4.1 Amostragens e andlises fisico-quimicas

As coletas de amostras de agua subterranea foram realizadas
com o auxilio de uma bomba peristaltica marca Millipore, modelo Easy-
Load. Para cada pogo de monitoramento foi utilizada uma mangueira
Masterflex® Tygon (material inerte), evitando assim contaminagdes
entre 0s pocos amostrados. As andlises de temperatura, pH,
condutividade, potencial de oxirredugdo (POR) e oxigénio dissolvido
foram realizadas em campo utilizando um medidor de célula de fluxo
(Micropurge Flow Cell), modelo MP20-1380. Os demais ensaios foram
realizados no laboratério do Nucleo Ressacada de Pesquisas em Meio
Ambiente (REMA), exceto as andlises de Fe(III) e ferro total suspenso,
as quais foram realizadas pelo laboratério Biologico. A Tabela 4.3
apresenta detalhes da coleta e conservagdo das amostras para cada
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andlise realizada. As amostras foram coletadas em frascos de vidro
ambar com tampa de plastico e tampulho plastico recoberto com teflon,
exceto para as analises de BTEX e metano, para as quais foram usados
frascos de vidro de 40 mL com tampa plastica e septo teflon. As
amostras coletadas foram mantidas sob refrigeragdo (aprox. 4°C) até o
momento da analise.

Tabela 4.3: Detalhamento sobre a coleta e conservacio das amostras

Volume

Analises Conservante
coletado
Anions 30mL e
Fe(ID), sulfet.o, acidez e 250 mL e
alcalinidade
eI e o v 100 mL Acido Cloridrico (HCI)
suspenso ;
BTEX e metano 40 mL Acido Cloridrico (HCI)
HPAs 100 mL Tiossulfato de Sédio

(Na,S,03) (0,008%)

A determinacdo da acidez e da alcalinidade foi realizada por
titulometria, de acordo com os métodos 2310B e 2320B do Standard
Methods (APHA, 1998), respectivamente. Para tanto, foram utilizadas
solugdes padronizadas de hidroxido de sodio 0,02 M e acido sulfurico
0,01 M. O ponto de viragem foi obtido pelo monitoramento do pH da
amostra durante a titulagdo, utilizando-se uma bureta digital
(Brinkmann) e um pH-metro marca ORION, modelo — 9107BN. Para a
determinacdo da acidez carbonica o ponto de viragem foi em pH 8,3,
enquanto para a determinacdo da alcalinidade, foi em pH 4,3. Os
resultados foram expressos em mg CaCO;.L™".

As analises de Fe(Il) e sulfeto foram realizadas por
espectrofotometria  (espectofotometro da marca Hach, modelo
DR/2500), segundo orientagcdes do método 3500 — Fe D — método 1,10
fenantrolina para o Fe(Il), e do método colorimétrico 4500 - S* D - azul
de metileno para sulfetos totais, de acordo com o Standard Methods
(APHA, 1998). Para o Fe(ll) foram utilizados os reagentes 1,10 -
fenantrolina e bicarbonato de sédio. Ja para o sulfeto, foram usados o
reagente 1, composto de acido sulftrico e oxalato de N,N dimetil-p-
fenilenodiamina e o reagente 2, que trata-se de uma solugdo de azul de
metileno. O limite de detecgdo para Fe(Il) e sulfetos é de 8 pg.L”' e 2
ug.L'l, respectivamente.
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As analises de Fe(Ill) e ferro total suspenso foram realizadas
pelo laboratorio Biologico e foram baseadas no método 3500 — Fe B —
Método Fenantrolina, da 22° edi¢do do Standard Methods. Para tanto,
primeiramente foram quantificadas as concentragdes de ferro total e
ferro total dissolvido das amostras. De posse dos dados de ferro total,
ferro total dissolvido e ferro ferroso (Fe(Il)) foi possivel determinar o
ferro suspenso e o ferro férrico (Fe(Ill)) por meio das equagdes 4.4 ¢ 4.5
(APHA, 2012).

Ferro total suspenso = ferro total — ferro total dissolvido Equagao 4.4
Fe(III) = ferro total — Fe(II) Equacdo 4.5

Os anions acetato, brometo, nitrito, fosfato, nitrato e sulfato
foram analisados em um cromatdgrafo da marca Dionex (modelo ICS-
1000) equipado com detector de condutividade idnica, conforme o
método 4110 B “lon Chromatography with Chemical Suppression of
Eluent Conductivity” (APHA, 1998). A coluna utilizada foi a AS22 e
como fase moével foram usadas as solugdes de carbonato de sodio
(4,5mM) e bicarbonato de sodio (1,4mM). O limite de deteccdo foi de 8
png.L para o 4nion brometo e de 1 pug.L" para os demais.

As amostras de BTEX e metano foram analisadas em um
cromatografo a gas HP, modelo 6890 — série II, com headspace
autosampler HP — estatico, modelo 7694, equipado com detector de
ionizacdo de chama (FID), conectado a um computador com o software
ChemStation A.10.02. Foi utilizada coluna capilar de silica fundida HP 1
(metil siloxano) com 0,53 mm de didmetro interno, 30 m de
comprimento e 2,65 um de espessura. O gas de arraste empregado foi
hélio, com fluxo de 7,0 mL.min"'. As temperaturas do injetor e detector
para andlise de BTEX foram de 260°C e 280°C, enquanto, para a analise
de metano, as temperaturas do injetor e detector foram de 160°C e
250°C. Detalhes sobre a programacao de temperatura para estes analitos
podem ser observados na Tabela 4.4. O método empregado para as
analises foi 0 EPA/5021A combinado com EPA/8015D (USEPA, 1996).
As solugdes-padrao para BTEX foram preparadas segundo orientagdes
do método EPA/8015A (USEPA, 1996). A solugdo padrio para o
metano foi preparada a partir de gas metano com 99,5% de pureza da
empresa White Martins. O gés metano foi borbulhado dentro de um
recipiente com agua ultrapura até a obteng¢do do equilibrio entre as fases
gasosa e aquosa. Entdo foi calculada a concentragdo de metano na fase
aquosa, com base na Lei de Henry (STUMM; MORGAN, 1981). O
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limite de detecgdo para cada um dos compostos BTEX e para metano foi
de 1 pg.L"e 10 pg.L", respectivamente.

Devido a baixa solubilidade aquosa dos compostos HPAs, é
necessario um processo inicial de extragdo para sua quantificacdo. O
processo de extragdo foi realizado de acordo com o método de extracéo
em fase solida da EPA 525.2 - Solid Phase Extraction. Assim, foram
utilizados cartuchos de SPE (Spe-ed™, 0,2 g / 3 mL da marca Applied
Separations) de Octadecil (C18/18%C), acoplado a um sistema de
vacuo tipo "manifold". Inicialmente, foi realizada a ativagdo da fase
solida do cartucho utilizando 3 mL de metanol, seguido de 3 mL de
agua. Em seguida, as amostras foram percoladas através do cartucho em
um fluxo de aproximadamente 10 mL.min"', sendo a elui¢do conduzida
com o solvente diclorometano. Por fim, por meio de secagem com gas
nitrogénio, as amostras foram concentradas em 1 mL. Os extratos foram
analisados em um cromatégrafo a gas HP, modelo 6890 — série II,
equipado com detector de ionizagdo de chama (FID). Foi utilizada
coluna capilar HP-5 (5% difenil e 95% dimetilpolisiloxano) com 0,32
mm de didmetro interno, 30 m de comprimento e 0,25 mm de espessura.
O gés de arraste empregado foi o hélio, com fluxo de 3,0 mL.min". As
temperaturas do injetor e detector foram de 260°C e 320°C. Detalhes
sobre a programacdo de temperatura do forno podem ser observados na
Tabela 4.4. A quantificagdo dos HPAs foi realizada segundo o método
EPA 8015. A curva de calibragao foi preparada com o padrao certificado
da empresa Dr. Ehrenstorfer mbH (PAH — Mix 9). Os HPAs analisados
e seus respectivos limites de detecgdo foram: naftaleno (7 pg.L™), metil-
naftaleno (5 pg.L™), dimetil-naftaleno (7 pg.L™), acenafetileno (8 pg.L”
", acenafteno (8 pg.L"), fluoreno (8 pg.L"), fenantreno (9 pg.L™),
antraceno (9 pg.L”), fluoranteno (10 pgL™), pireno (9 pgL™),
benzo(a)antraceno (9 pg.L™), criseno (10 pg.L™"), dibenzo(a,h)antraceno
(12 pg.L™"), benzo(b)fluoranteno (12 pg.L™), benzo(k)fluoranteno (31
ug.L’l), benzo(a)pireno (36 Pg.L'l), indeno(1,2,3-cd)pireno (28 ug.L']),
benzo(g,h,i)pireno (11 pg.L™)
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Tabela 4.4: Programacio de Temperatura do Forno para Analises de

BTEX, metano e HPAs
Velocidade de Tempo de
Analito aquecimento Tempoeratura permanéncia na
(°C.min™) = temperatura (min)

- 70 2
BTEX 5 120 0
30 210 0
— 40 3
Metano 30 250 2
- 40 3
HPAs 8 80 0
12 300 2

4.4.2 Amostragens e andlises de reacio em cadeia da
polimerase em tempo real

As andlises de biologia molecular foram realizadas por meio do
método da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR —
quantitative real-time polymerase chain reaction) utilizado para
amplificar e quantificar uma molécula de DNA alvo, através do uso de
marcadores fluorescentes (SALEH-LAKHA et al., 2005). A qPCR foi
conduzida com o intuito de detectar e quantificar bactérias totais,
ferroredutoras  (géneros  Geobacter e Pelobacter — familia
Geobacteraceae), sulfatorredutoras (Desulfovibrio, Desulfomicrobium,
Desulfuromusa e Desulfuromonas), arqueas (Crenarchaeota e
Euriarchaeota) e o gene catabdlico benzil succinato sintase (bssA), um
biomarcador usado para avaliar a presenca de micro-organismos
associados a biodegradagdo anaerdbia de hidrocarbonetos aromaticos
(KLEINSTEUBER; SCHLEINITZ; VOGT, 2012; SUN; SUN;
CUPPLES, 2014b; WINDERL; SCHAEFER; LUEDERS, 2007).

Para a coleta das amostras microbiologicas, foram utilizados
frascos de 1L de vidro &mbar com tampa de plastico e tampulho de
plastico recoberto com teflon, devidamente esterilizados. Previamente a
realizacdo da qPCR, as amostras de dgua subterranea foram filtradas a
fim de concentrar os s6lidos suspensos, uma vez que a maior parte dos
micro-organismos se encontra adsorvida na superficie desses solidos
(LEHMAN et al., 2001), O volume de 1 L de agua subterranea foi
filtrado, utilizando-se kitassato, bomba a vacuo e filtros Millipore 0,22
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um. Os filtros Millipore foram pesados antes e apos a filtracdo das
amostras para possibilitar o calculo da massa de solidos retida, os quais
foram usados nos calculos para expressar a concentracdo da comunidade
microbiana em copias de gene por gramas de sélidos suspensos totais
(Apéndice A). Posteriormente, foi realizada a extragdo do DNA do
material retido utilizando o kit DNA MoBio Power Soil™ kit (Carlsbad,
CA), seguindo as orientagdes do fabricante. O DNA extraido foi
armazenado em freezer a uma temperatura de aproximadamente -20°C,
at¢é o momento da andlise. As analises de bactérias ferrorredutoras
(Geobacteraceae), bactérias sulfatorredutoras e arqueas foram
realizadas nos laboratérios do Niicleo Ressacada de Pesquisas em Meio
Ambiente (REMA) e Laboratério Multiusuério de Estudos em Biologia
(LAMEB), da UFSC. Ja as analises de bactérias totais e do gene bss4
foram realizadas no Laboratoire Ampére, da Ecole Centrale de Lyon,
Franga.

Para as reagdes em cadeia da polimerase foram preparadas
placas contendo o DNA alvo e a solu¢do MasterMix, composta por:
iniciadores senso e anti-senso (primers ®f0rward/reverse), SYBR" Green
ou Tagman Universal PCR MasterMix~ (dependendo da analise) e agua
esterilizada livre de DNA, as quais foram posteriormente analisadas no
termociclador. As sequéncias dos iniciadores usados para cada analise
estdo detalhadas na Tabela 4.5. Para a quantificacdo das bactérias totais
e do gene bssA foi utilizado o termociclador Rotor-Gene® Q
(QIAGEN). Para estas analises, foram preparadas misturas contendo 18
uL de Mastermix (10 pL de 2x SensiFAST SYBR No-ROX Mix, 400
nM de cada iniciador, 6,4 uL. de dgua esterilizada livre de DNA) e 2 uL
de DNA da amostra, resultando em um volume final de 20 pL. Para a
quantificacdo dos micro-organismos ferro e sulfatorredutores e arqueas
foi utilizado o termociclador da Eppendorf, modelo Mastercycler® ep
realplex Thermal Cyclers, CA, USA. As misturas de reacdo de PCR
continham 23 pL de MasterMix (12,5 pL de 1 x SYBR GREEN
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 500 nM de cada iniciador
e agua esterilizada livie de DNA) e 2 pL de DNA da amostra,
resultando em um volume final de reacdo de 25 pL. Por fim, para as
analises de arqueas foi usado 23 pL de MasterMix (12,5 pL de 1 x
Tagman Universal PCR MasterMix, 500 nM de cada iniciador, 250 nM
de sonda e agua esterilizada livre de DNA) e 2 uL de DNA alvo.

A programacao de temperatura do termociclador para a analise
de bactérias totais seguiu a orientagdo do manual do kit sensiFAST
SYBR No-ROX, sendo esta: 95°C por 2 min e 30 ciclos a 95°C por 5 s,
60°C por 10s e 72°C por 15 s. Por fim, foi construida uma curva de
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fusdo de 50°C a 99°C, com leituras a cada 1°C por 5 s. A curva de
fusdo ¢ construida com o objetivo de avaliar a presenca de amplificagdes
inespecificas ou de dimeros de primers. Se apenas os produtos
especificos de PCR foram amplificados, um unico pico sera visualizado
no grafico de fusio (ALMEIDA; SADDI, 2007). Para o gene bssA foi
utilizada a seguinte programacao: 95°C por 15 min, 40 ciclos a 95°C por
15 s, 55°C por 20 s e 72°C por 15 s e 72°C por 2 min. Foi construida
uma curva de fusdo de 55°C a 95°C, com leituras a cada 0,6°C por 2 s
(SUN; SUN; CUPPLES, 2014b). A condicdo de temperatura utilizada
para as analises de bactérias ferro e sulfatorredutoras e arqueas foi: 50
°C por 2 min, 95 °C por 10 min e 40 ciclos (95 °C por 15 s e 58 °C por 1
min). Para as andlises de ferro e sulffatorredutoras foi acrescentada a
seguinte curva de fusdo: 95 °C por 15 s, 60 °C por 15 s € 95 °C por 15 s.

Foram preparadas curvas de calibracdo com dilui¢des seriadas
contendo DNA proveniente dos micro-organismos Pseudomonas
aeruginosa (10'-10" copias de gene, r* = 0.97) para a quantificacdo de
bactérias totais, Geobacter metallireducens (10’107 copias de gene, r°
= 0.99), para a quantificacdo do gene bssA4, bactérias ferrorredutoras
(Geobacteracea) e bactérias sulfatorredutoras (BSR) e Methanococcus
maripaludis (10'-10° copias de gene, r* = 0.99) para a quantificacio de
arqueas. A concentracdo das comunidades microbianas analisadas foi
determinada de acordo com a equacdo desenvolvida por DaSilva e
Alvarez (2004) (Apéndice B). Os resultados foram expressos em
numero de copias de gene por grama de sdlidos suspensos totais € o
limite de detecgdo para estes ensaios foi de aproximadamente 10* copias
de gene g”'.

4.4.3 Anadlise do sequenciamento do DNA

Com o intuito de obter informagdes mais detalhadas a respeito
das comunidades microbianas que podem estar atuando nos processos
de degradacdo e discernir sobre os micro-organismos chave envolvidos
na biodegradacdo do diesel B20 via bioestimulacdo conjunta dos
processos de ferro e sulfatorredugdo, foi realizada andlise de
sequenciamento genomico do gene 16S ribosomal RNA (rRNA). O
sequenciamento foi conduzido em um sequenciador de segunda geracao:
Hllumina Genome Analyser - MiSeq. Esta tecnologia promove o
sequenciamento do DNA em uma plataforma capaz de gerar
informagGes sobre milhdes de bases em uma Unica analise, sendo assim
denominada como uma tecnologia de sequenciamento de nova geracao
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(do inglés: Next Generation Sequencing). O sequenciamento no //lumina
Genome Analyser ¢é realizado por sintese usando a enzima DNA
polimerase e nucleotideos terminadores marcados com diferentes
fluor6foros. As analises de sequenciamento gendmico foram realizadas
no Laboratoire Ampére, da Ecole Centrale de Lyon, Franga.

A primeira etapa desta analise se refere a amplificacdo das
regides V3 e V4 do gene 16S rRNA (rrs) (KLINDWORTH et al., 2013)
por meio de ensaios de PCR. Para tanto, foi utilizado o termociclador
Biometra® Tpersonal ¢ as misturas de reagdo de PCR continham 22,5
pL de MasterMix (2,5 pL de solugdo tampao 10x, 0,5 uL Titanium
Taq50x, 0,5 pL ANTP 10 mM, 10 uM de cada iniciador, 18 pLde dgua
ultra pura livre de DNA) e 2,5 de DNA alvo. As sequéncias dos
iniciadores estdo apresentadas na Tabela 4.5. A programacgdo de
temperatura utilizada foi: 95°C por 3 min, 25 ciclos a 95°C por 30 s,
55°C por 30 s e 72°C por 30 s e 72°C por 5 min. O produto da PCR de
amplificagdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1 X TAE
1,5%, purificado com illustraTM GFXTM ADN de PCR e o kit de
purifica¢do de banda (GE), eluido em 20 pL de Tris-Cl 10 mM pH 8,5 e
a concentracdo de DNA foi determinada através do fluordmetro Qubit
2.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA). Apos, foi realizada a PCR de indexagdo
utilizando-se adaptadores de sequenciamento Illumina. Para a PCR de
indexagdo foi utilizado o kit Nextera XT Index e a programagdo de
temperatura utilizada foi: 95°C por 3 min, 8 ciclos a 95°C por 30 s,
55°C por 30 s e 72°C por 30 s e 72°C por 5 min. Por fim, o produto da
PCR foi novamente purificado e entdo, sequenciado na plataforma
Illumina MiSeq. Os amplicons contendo a sequéncia alvo e o seu
iniciador de sintese correspondente foram compilados no formato de
arquivos fastq.

Ferramentas computacionais foram utilizadas para conduzir o
tratamento das sequéncias de DNA e posterior comparagdo com uma
base de dados de 16S rRNA conhecida para identificacdo dos micro-
organismos. Primeiramente, foram cortados os 20 primeiros
nucleotideos dos aquivos fastq, referentes aos iniciadores e adaptadores,
utilizando o FastX-Toolkit. Entdo, foi realizada a wverificagdo da
qualidade das sequéncias através da construgdo de graficos de qualidade
com uma nota Phred de 20, utilizando o software QIIME - Quantitative
Insights Into Microbial Ecology (v1.9.0, http://qiime.org/index.html). A
nota Phred indica a probabilidade de encontrar uma base errada no
sequenciamento ¢ a nota Phred 20 implica em uma base errada em cada
100. Apos verificar que todas as sequéncias estavam de acordo com a
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qualidade exigida, os pares de sequenciamento do Illumina (senso e
anti-senso) foram montados através do PANDAseq (MASELLA et al.,
2012), utilizando os indices de qualidade padrao do programa. Entdo, as
sequéncias foram agrupadas em unidades taxonOmicas operacionais
(Otus) e comparadas, com uma similaridade de 97%, com a versdo mais
recente do banco de dados Greengenes (http://greengenes.lbl.gov/cgi-
bin/nph-index.cgi), utilizando os comandos pick otus.py script e uclust
do QIIME (CAPORASO et al., 2010).
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Tabela 4.5: Sequéncias dos iniciadores e sonda usados para cada analise de qPCR e sequéncias dos iniciadores com
adaptadores usadas no sequenciamento do gene 16S rRNA

Alvo Iniciador Senso Iniciador Anti-senso Sonda Referéncia
(MUYZER; DE
Bactérias totais (3411) (s34 WAAL;
5’CTACGGGAGGCAGCAG3’ 5’ATTACCGCGGCTGCTGGCA3’ UITTERLINDEN,
1993)
77729 (WINDERL;
Gene bssA ( (8546r) ’
5’ GACATGACCGACGCSAT , , SCHAEFER;
YT 5" TCGTCGTCRTTGCCCCAYTT3 LUEDERS, 2007)
Ferrorredutoras (561f)
s (825r) (STULTS et al.,
(Geobacteraceae) 5’GCGTGT. Afjg(;GGTTTCTT STACCCGCRACACCTAGTITCTY 2001)
Sulfatorredutoras (685r)
(3611) ) (STULTS et al.,
(BSR) 5’ AAGCCTGACGCASCAAY > ATCTACGG%T,TCACTCCTAC """ 2001)
(ARCH1-1369f)
5'CGGTGAATACGTCCCTGC (TM1389F)
or 3 (PROK1541r) FAM- (SILVA;
queas (ARCH2-1369f) 5'AAGGAGGTGATCCTGCCGCA3' S5'CTTGTACACACC  ALVAREZ, 2004)
5'CGGTGAATATGCCCCTGC GCCCGTC3'-BHQ-1
3Y
. 5'TCGTCGGCAGCGTCAGA 5'GTCTCGTGGGCTCGGAGATGT
Sequenciamento 1o ATAAGAGACAGCC — GTATAAGAGACAGGACTACHV — cooee (KEENMD‘;’O?‘;)TH

do gene 16S rRNA

TACGGGNGGCWGCAG

GGGTATCTAATCC
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4.4.4 Amostragens e andlises do solo na regiio da fonte de
contaminacdo

Ao final do monitoramento das alteragdes geoquimicas e
microbiolégicas da 4gua subterranea, foram realizadas andlises de
BTEX e HPAs em amostras de solo da regido da fonte de contaminagao,
provenientes dos experimentos de bioestimulac@o ativa com 6xidos de
ferro recuperados da DAM e acetato de amonio e de atenuacdo natural
monitorada (ANM), a fim de avaliar a remo¢ao dos contaminantes na
fase LNAPL (do inglés: Light Non-Aqueous Phase Liquid - liquido leve
de fase ndo aquosa) (fase livre) em relacdo as diferentes estratégias de
remediac¢do aplicadas. O experimento de ANM iniciou em junho de
2008 e foi desenvolvido em uma 4rea adjacente a deste experimento, em
condigdes semelhantes a este.

Para tanto, ap6s transcorridos 2,6 anos da liberagdo controlada do
diesel B20 e inicio do tratamento de bioestimulagdo ativa, foram
coletadas amostras de solo na regido da fonte de contaminacao (a 50 cm
do poco de monitoramento fonte, no sentido do fluxo da agua
subterranea - Figura 4.3). A profundidade perfurada foi de 1,8 m,
considerando a profundidade na qual foi realizada a liberacdo do diesel
B20 (1,8 m). J& para o experimento de ANM, a coleta foi realizada apds
8,3 anos da liberagdo controlada do diesel B20 e a amostragem de solo
foi conduzida na regido da fonte de contaminagdo, em uma localidade
correspondente ao experimento de bioestimulagdo ativa (a 50 cm do
pogo de monitoramento fonte, no sentido do fluxo da dgua subterranea).
A profundidade perfurada foi de 1,5 m, considerando a profundidade na
qual foi realizada a liberag@o do diesel B20 (1,5 m).

As analises de BTEX e HPAs foram realizadas pelo laboratorio
Acquaplant Quimica do Brasil Ltda., através dos métodos EPA 8260
C:2006 e EPA 8270 C/D, respectivamente. Os limites de detegdo para
benzeno, tolueno, etilbenzeno foi de 0,008 mg.Kg'l, xilenos foi de 0,024
mg.Kg'l, cada hidrocarboneto policiclico aromatico foi de 0,00001
mg.Kg"' e HPAs totais foi de 0,00018 mg.Kg™.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho apresentam as condi¢des originais
da area experimental, as alteracdes geoquimicas e microbioldgicas
ocorridas na agua subterrinea apo6s a liberagao controlada do diesel B20
e a bioestimulacdo ativa anaerobia, a avaliacdo dos micro-organismos
chave envolvidos na degradacdo do diesel B20 e analises do solo na
regido da fonte de contaminagdo. Além disso, a fim de avaliar a
influéncia do processo de bioestimulagdo empregado neste estudo na
aceleragdo da degradacdo dos hidrocarbonetos aromaticos, foi
apresentada uma comparagdo entre os resultados obtidos neste estudo e
o experimento de atenuagdo natural monitorada com diesel B20,
previamente realizado no Nucleo REMA.

5.1 Caracterizacio das condicdes originais da drea experimental
(background)

5.1.1 Caracterizagdo Hidrogeoldgica

A caracterizacdo hidrogeoldgica da area experimental foi
realizada por meio das andlises de direcdo preferencial do fluxo,
velocidade e condutividade hidraulica da 4agua subterranea,
pluviometria, granulometria, porosidade efetiva e perfil estratigrafico do
solo.

Primeiramente, foi realizada a determinagdo da direcdo
preferencial do fluxo da agua subterranea, a fim de definir a alocagdo da
area experimental deste estudo. A analise da direcdo preferencial do
fluxo demonstrou que a agua subterranea move-se preferencialmente de
noroeste (NO) para sudeste (SE).

A variagdo do nivel do lengol freatico no pogo PE3 (pogo mais
proximo da 4rea experimental) (Figura 4.3) durante o periodo de
monitoramento do experimento (Fev/2014 a Set/2015) foi de 0,46 a 2,00
m. O nivel médio do lengol freatico neste periodo foi de 1,23 m. A
precipitagdo média no periodo experimental foi de 165,62 mm.més™". A
variagdo pluviométrica diaria para os anos de 2014 e 2015 pode ser
observada na Figura 5.1.

A analise de condutividade hidraulica na porc¢ao saturada do
aquifero realizada por Lage (2005) indicou uma condutividade de
4,45x10" cm.s’ para o pogo PE3 (pogo mais proximo da 4rea
experimental) (Figura 4.3). Sabendo a carga potenciométrica da regido
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experimental e o valor de condutividade hidraulica, calculou-se a
velocidade intersticial da agua subterrinea. A velocidade intersticial
média da dgua subterranea no periodo inicial do experimento foi de 6,9
m.ano”. A velocidade calculada se assemelha a relatada por Kulkamp
(2003) (6,6 m.ano'l), Chiaranda (2011) (6,5 m.ano'l) e Costa (2008) (6,2
m.ano”) em experimentos realizados na Fazenda Experimental da
Ressacada, préoximos a area  experimental deste estudo.



Figura 5.1 Variacio pluviométrica diaria nos anos de 2014 (A) e 2015 (B)
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Segundo Fetter (1994), o valor de condutividade hidraulica
obtido é caracteristico de areias siltosas a finas. Neste sentido, a analise
do perfil estratigrafico realizada demonstrou que a area experimental ¢é
constituida, em sua maior parte, por areia fina, com destaque para a
presenga de lentes ¢ camadas com comportamento argiloso, conforme
pode ser observado na Figura 5.2.

Figura 5.2 Perfil estratigrafico da area experimental

NO SE
Fonte PM13 PM28

2,50m

11,00n

Legenda:

Argia fina, marrom escura, com matéria oradnica Argia fina, arqilesa, cinza escura

Areio fina, pouco argilosa, marrem clara D Argia fina, cinza clara,

Areia fing, cinzo escura Areig fina, omarglada

D Areia fing, argilpsa, com tragos dlaronjados Argia fing, branca

[ .

o 1 m

Os resultados dos ensaios granulométricos realizados nas
diferentes camadas de solo corroboraram com a caracterizacdo obtida
pelas sondagens do solo que resultaram no perfil estratigrafico do
mesmo, revelando uma predominancia de areia fina, com a existéncia de
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um teor consideravel de argila em algumas camadas. A primeira camada
argilosa ¢é encontrada a 0,60 m de profundidade e possui a espessura de
0,20 m, enquanto a segunda camada ¢ observada a 1,0 m de
profundidade e sua espessura varia entre 0,60 (na regido da fonte) e 1,50
metros (no PM 28) (Figura 5.2). Apesar da existéncia de lentes e
camadas argilosas, o teor maximo de argila observado no teste de
granulometria foi de 15,70% e, de acordo com Oliveira (2001), as
argilas podem exercer influéncia significativa na hidrodinamica dos
fluidos somente quando presentes em percentagens acima de 40%. A
Tabela 5.1 apresenta os resultados dos ensaios granulométricos para as
diferentes camadas que compdem o solo da area experimental.

Tabela 5.1: Resultados do ensaio de granulometria para as diferentes
camadas de solo

Camadas Quantidade de graos (%)
Argila Silte Areia Areia
Fina Grossa

Areia fina, marrom escura, com 4,40 3,00 82,70 9,90
matéria organica

Areia fina, pouco argilosa, marrom 9,10 2,50 79,30 9,10
clara

Areia fina, cinza escura 4,00 1,20 86,60 8,20
Areia fina, argilosa, com tragos 15,70 3,60 73,20 7,50
alaranjados

Areia fina, argilosa, cinza escura 10,60 2,70 81,10 5,60
Areia fina, cinza clara 6,00 1,00 90,00 3,00
Areia fina, amarelada 4,75 0,75 92,20 2,30
Areia fina, branca 5,50 2,40 90,00 2,10

Os resultados dos ensaios utilizando a Mesa de Tensdo
indicaram que a porosidade efetiva média para a area experimental é de
27,6%, valor caracteristico de solos arenosos (FETTER, 1994), o que
corrobora com as caracteristicas do solo obtidas pelo levantamento do
perfil estratigrafico e pelas analises granulométricas.
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5.1.2 Caracterizagdo hidrogeoquimica

A caracterizagdo hidrogeoquimica da area experimental foi
realizada por meio de analises fisico-quimicas da agua subterranea e
analises da matéria organica, carbono orgénico e nutrientes do solo. A
variagdo do teor de matéria organica e carbono organico nas diferentes
camadas do solo foi de 0,10 a 0,40% e 0,06 ¢ 0,22%, respectivamente;
exceto para uma fina camada na parte superior do solo que continha um
teor de matéria organica de 3,05% (Tabela 5.2). O baixo teor de matéria
organica observado ¢é condizente com as caracteristicas de solos
arenosos, que, segundo Sparks (2003), costumam apresentar um teor de
carbono orgénico inferior a 1%.

Os resultados das analises geoquimicas demonstraram que o
solo apresenta baixas concentracdes de macro e micronutrientes. De
acordo com os valores estabelecidos para interpretacdo da fertilidade do
solo (SBCS — CQFS, 2004), os valores de micronutrientes medidos
foram classificados como baixos, exceto para o boro, cuja classificacdo
foi média. As concentragdes de macronutrientes foram classificadas
como muito baixa a média. Apesar da baixa concentra¢do de nutrientes
apresentada, estes valores foram muito semelhantes aos observados nos
demais experimentos realizados na Fazenda Experimental da Ressacada
e demonstraram ser suficientes para assegurar o crescimento das
comunidades microbianas responsaveis pela biodegradacdo dos
contaminantes (CHIARANDA, 2011; COSTA, 2008; FERNANDES,
2002; RAMOS, 2013). As Tabelas 5.2 e 5.3 apresentam o teor de
matéria organica e carbono orgadnico e as concentracdes de macro e
micro nutrientes nas diferentes camadas do solo, respectivamente.



Tabela 5.2: Resultados da determina¢io da matéria orginica e macronutrientes nas camadas do solo

Camada

Areia fina, marrom
escura, com matéria

organica

Areia fina, pouco
argilosa, marrom
clara

Areia fina, cinza
escura

Areia fina, argilosa,
com tracos
alaranjados

Areia fina, argilosa,
cinza escura

Areia fina, cinza clara
Areia fina, amarelada
Areia fina, branca

M.O.
(“e)

3,05

0,40

0,30

0,35

0,35

0,10
0,10
0,10

C.0.
(o)

1,71

0,22

0,17

0,20

0,20

0,06
0,06
0,06

Macronutrientes (mg.Kg'l)

N P K Ca
800 3,70 15,00 100
100 0,60 6,0 80
ND 1,30 5,0 80
200 0,85 8,0 90
ND 1,70 12,0 100
100 7,20 14,0 100
100 3,20 14,0 80
ND 6,40 20,0 80

Mg

24

12

12

12

24

24
12
12

5,0

3,0

3,0

3,0

7,0

13,0
20,0
13,0

Legenda: M.O. refere-se a matéria organica e C.O. refere-se a carbono organico.
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Tabela 5.3: Resultados da determinacio dos micronutrientes nas diferentes
camadas do solo

Camada % (Fe) Micronutrientes (mg.Kg'l)

Fe Zn Mn Al Na B Cu
Areia fina, marrom 21,52 0,19 044 112,5 5,0 0,17 0,06
escura, com matéria
orgénica
Areia fina, pouco 37,37 0,10 0,42 126 3,0 0,21 0,05

argilosa, marrom clara
Areia fina, cinza escura 27,87 0,18 0,34 63 3,0 0,13 0,03

Areia fina, argilosa, 33,73 0,13 0,36 2205 3,0 022 0,09
com tracos alaranjados
Areia fina, argilosa, 20,63 0,17 0,32 180 70 0,11 0,08

cinza escura

Areia fina, cinza clara 15,21 0,11 0,38 117 13,0 0,10 0,10
Areia fina, amarelada 22,10 0,09 0,39 27 20,0 0,09 0,08
Areia fina, branca 3,97 0,05 0,33 90 13,0 0,11 0,11

A caracterizagdo fisico-quimica da agua subterrdnea foi
realizada em agosto de 2013, previamente a liberacdo controlada do
combustivel. Os resultados foram expressos pela mediana de todos os
pontos analisados (todos os pocos e niveis). Os valores ndo detectados
foram substituidos pela metade do limite de deteccdo (GILBERT, 1987).
As andlises realizadas foram: temperatura, pH, oxigénio dissolvido,
potencial de oxidacdo e redugdo (POR), salinidade, condutividade, ferro
I1, sulfeto, acidez, alcalinidade, acetato, cloreto, nitrito, brometo, nitrato,
fosfato e sulfato.

Os resultados obtidos demonstram que o aquifero possui baixas
concentragdes das espécies reduzidas ferro II, sulfeto e nitrito, além de
baixas concentracdes de acetato e brometo, valores esperados para
aquiferos ndo contaminados, o que também justifica os valores positivos
de potencial de oxidacdo-redugdo (POR). Adicionalmente, foi observada
uma baixa disponibilidade dos receptores de elétrons oxigénio, nitrato,
Fe(Ill) e sulfato. Com relagdo ao oxigénio dissolvido (OD), vale
ressaltar que seus valores foram bastante distintos nos diferentes niveis
de profundidade analisados. Este comportamento se deve em virtude de
a concentragdo de oxigénio dissolvido tender a diminuir com a
profundidade do aquifero diante da impossibilidade de troca de oxigénio
com a superficie. Assim, nos niveis de profundidade superiores (2 e 3
m) foram observados valores de OD em torno de 2,69 mg.L"', enquanto
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apos o nivel de profundidade 4 m, o maior valor de OD observado foi de
0,6 mg.L™".

Estes resultados demonstram que a temperatura do aquifero
(20,13 °C) ¢ favoravel a ocorréncia de processos biologicos ¢ o pH ¢
levemente acido (4,84). Segundo Bradley e Chapelle (1995), a
temperatura O6tima para a atividade microbiana em aguas subterraneas
normalmente se encontra na faixa de 20 a 40 °C . Com relagdo ao pH,
apesar da faixa de pH entre 6 e § ser mais favordvel ao crescimento de
comunidades microbianas (WINDERL; SCHAEFER; LUEDERS,
2007), sabe-se que as bactérias ferrorredutoras, sulfatorredutoras, assim
como arqueas, sdo capazes de se desenvolver em faixas de pH mais
acidas, como as observadas (CHAPELLE, 2001; RAMOS, 2013).
Ainda, a dgua subterranea apresentou elevada acidez, baixa alcalinidade
e baixa concentracdo de fosfato, conforme também observado em outras
areas experimentais da Fazenda da Ressacada (CHIARANDA, 2011;
COSTA, 2008; RAMOS, 2013). A Tabela 5.4 apresenta o resultado da
caracterizagdo fisico-quimica da dgua subterrdnea. Os resultados estdo
expressos pela mediana de todos os pontos analisados.

Tabela 5.4: Resultado da caracterizacao fisico-quimica da agua
subterrinea antes da liberacio controlada do diesel B20 (background)

Parametros Valores
Temperatura (°C) 20,13
pH 4,84
POR (mV) 252
Fe(IIT) (mg.L™) 1,81
Fe(II) (mg.L™) 0,005%*
Sulfeto (mg.L™") 0,01
Acidez (mg CaCO;.L™") 138,80
Alcalinidade (mg CaCO;.L™) 1,41
Acetato (mg.L™) 1,30
Cloreto (mg.L'l) 7,32
Nitrito (pg.L™) 0,05%
Brometo (mg.L") 0,01
Nitrato (mg.L™) 1,45
Fosfato (mg.L™") 0,02
Sulfato (mg.L'l) 2,15

Legenda: * Refere-se a metade do limite de detecgdo
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5.1.3 Caracterizagdo microbiologica

A caracterizagdo microbioldgica foi realizada por meio da
quantificagdo de bactérias totais, arqueas e micro-organismos
especificos da familia Geobacteraceae, bactérias sulfatorredutoras
(BSR) e do gene catabolico bss4, usado para avaliar a presenca de
micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos aromaticos
(WINDERL; SCHAEFER; LUEDERS, 2007). Além disso, foi realizado
sequenciamento genomico a fim de identificar os géneros microbianos
nativos predominantes no aquifero.

As analises de sequenciamento gendmico revelaram uma
microbiota nativa composta majoritariamente por micro-organismos
aerobios (Fimbriimonas spp., Planctomyces spp., Salinispora spp.)
(BAULD; STALEY, 1976; IM et al., 2012; MALDONADO et al.,
2005), facultativos aerdbios (Rhodoplanes spp., Staphylococcus spp.,
Cupriavidus spp., Pseudomonas spp.) (BRUCE et al., 2010; HIRAISHI;
UEDA, 1994; KLOOS, 1980; LIMA; PARKER; MEYER, 2012; SATO
et al., 2006; SHIM et al., 2005; SRINIVAS; SASIKALA; RAMANA,
2014) e nitrato/nitritorredutores  (Candidatus  koribacter  spp.,
Alicyclobacillus spp., Candidatus solibacter spp., Planctomyces spp.)
(BAULD; STALEY, 1976; IMPERIO; VITI; MARRI, 2008;
MIETTINEN et al., 2015; SCHEUNER et al., 2014; WARD et al,,
2009) (Figura 5.3), o que ¢é consistente com a condi¢do microaerofilica
da agua subterrinea observada previamente ao inicio do experimento.
Além desses micro-organismos, bactérias tipicamente conhecidas como
ferrorredutoras (Geobacter spp. e Desulfosporosinus spp.) (LOVLEY et
al., 1993; PESTER et al., 2012) e sufatorredutoras (Desulfosporosinus
spp.) (PESTER et al.,, 2012; RABUS; HANSEN; WIDDEL, 2006;
RAMAMOORTHY et al., 2006a) foram identificadas, porém em
percentagens de abundancia relativas baixas (0,6 e 0,8% do total de
micro-organismos do gene 16S rRNA, respectivamente).

Os resultados quantitativos, baseados nas analises de qPCR,
obtidos para bactérias totais foi de 6,2x10° copias de gene.g”, os quais
foram semelhantes as concentracdes de bactérias totais observados em
outras areas experimentais livres de contaminacdo da Fazenda da
Ressacada (GUIMARAES, 2011; RAMOS, 2013). Ja as arqueas e
bactérias sulfatorredutoras (BSR) ndo foram detectadas nas amostras
livres de contaminacdo, enquanto as bactérias ferrorredutores
(Geobacteraceae) foram identificadas, porém em baixas concentragdes
(2,2x10° copias de gene.g"). A analise da presenga de micro-organismos
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degradadores de hidrocarbonetos aromaticos (gene bssA) identificou a
presenca de bactérias que possuem o gene bss4 em uma concentragido de
3,3x10" copias de gene.g”'. A quantificagio destes micro-organismos nas
amostras de background pode ser explicada devido a presenca de
bactérias dos géneros Geobacter (KANE et al., 2002; KOLUKIRIK et
al, 2011; WINDERL; SCHAEFER; LUEDERS, 2007) e
Desulfosporosinus (ABU LABAN et al., 2015; SUN; SUN; CUPPLES,
2014a), as quais possuem o gene bssA.

Tabela 5.5: Resultados das variaveis microbiologicas da agua subterrianea
(background), baseados nas analises de qPCR

Variaveis Valores (copias de gene.g”)
Bactérias totais 6,2x10°

Arqueas 5x10"
Geobactereaceae 2,2x10°

Bactérias sulfatorredutoras 5x10""

Gene bssA 3,3x10"

Legenda: * Refere-se a metade do limite de detec¢ao

Figura 5.3: Identificacido dos principais micro-organismos nativos do solo
(em % de abundincia relativa do gene 16S rRNA)
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5.2 Monitoramento do experimento de campo

O acompanhamento das alteragdes ocorridas no ambiente
subsuperficial foi realizado por meio de 5 campanhas de monitoramento,
conforme descrito na Tabela 5.6.

Tabela 5.6: Periodo das campanhas de monitoramento

Tempo apés inicio
Campanhas de po ap

. Periodo (més/ano) do experimento
monitoramento
(meses)
Background Agosto/2013 0

Inicio do experimento Fevereiro/2014 0
Monitoramento 1 Maio/2014 3
Monitoramento 2 Outubro/2014 7.4
Monitoramento 3 Margo /2015 13
Monitoramento 4 Setembro/2015 17,8

Para a discussdo dos resultados foram selecionados os pocos de
monitoramento (PM) PMF nivel de profundidade 2m (fonte) e PMS
nivel de profundidade 3m (1,5m da fonte) (Figura 5.4), pois estes
apresentaram as maiores concentragdes de contaminantes, receptores de
elétrons e subprodutos metabolicos quando comparados aos demais
pogos de monitoramento, sendo, portanto, 0s pontos mais
representativos para o processo de biodegradacdo. Estas observagdes
podem ser justificadas pelo fato de o biodiesel possuir baixa
solubilidade e lenta dissolug¢do de seus constituintes na agua subterranea,
comportando-se como uma fonte fixa e persistente de contaminagdo que
exerce efeitos em uma pequena regido de influéncia (CORSEUIL et al.,
2011). Ainda, no caso de misturas de diesel/biodiesel, a forte atracdo
0leo-6leo aumenta a segregagdo do agregado de oleo da agua,
diminuindo a velocidade de dissolugcdo dos acidos graxos de cadeia
longa (AGCL), compostos hidrolisados do biodiesel (WU et al., 2015),
fazendo com que eles permanegcam por mais tempo na fase NAPL e, por
consequinte, por um longo tempo em altas concentragdes dissolvidas na
zona da fonte. A permanéncia do biodiesel na zona da fonte e a sua
degradacdo preferencial em relagdo aos BTEX resulta em efeitos
negativos de longo tempo sobre a biodegradagdo dos hidrocarbonetos
aromaticos, contribuindo para persisténcia dos BTEX e HPAs na zona
da fonte (RAMOS et al, 2016). Portanto, em misturas de
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diesel/biodiesel, os hidrocarbonetos aromaticos formam uma pluma de
contaminag@o de pequena extensdo que se concentra na regido da fonte
de contaminagdo (RAMOS et al., 2016). Os pontos escolhidos
localizam-se na regido da fonte de contaminagdo e representam a
dire¢do da linha central da pluma. A Figura 5.4 destaca a localizagdo dos
pogos de monitoramento discutidos neste trabalho.

Figura 5.4: Localizacio dos pocos de monitoramento discutidos neste
trabalho (em vermelho)
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5.2.1 Alteracoes geoquimicas e microbiologicas da dgua
subterrdnea

A avaliagdo das alteragdes geoquimicas ocorridas na agua
subterrdnea ap6s a liberacdo controlada do diesel B20 e o inicio da
bioestimulagdo foi realizada por meio do monitoramento das
concentragdes dos receptores de elétrons e de seus subprodutos
(oxigénio dissolvido, nitrato, nitrito, Fe(III), ferro total suspenso, Fe(Il),
sulfato, sulfeto, metano), dos principais substratos organicos disponiveis
(benzeno, tolueno, etilbenzeno, xilenos, BTEX, naftaleno,
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) e acetato) e das
variaveis fisico-quimicas: potencial de oxirreducao (POR), temperatura
e pH. Enquanto o monitoramento das variagdes microbiologicas foi
realizado por meio da quantificagdo de bactérias totais, arqueas ¢ dos
micro-organismos especificos Geobacteraceae, bactérias sulfato
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redutoras (BSR) e do gene catabdlico bssA, baseados em andlises de
gPCR. Além disso, foram efetuadas analises de sequenciamento
gendmico das amostras ambientais, cujos resultados estdo expressos no
item 5.4 deste trabalho.

A temperatura e o pH da agua subterranea mantiveram-se em
uma faixa favoravel a ocorréncia de processos bioldgicos (entre 20,13 e
27,46°C e entre 4,84 e 7,97, respectivamente) ao longo de todo
monitoramento do experimento (Figura 5.5). Baseado na temperatura de
crescimento e desenvolvimento dos micro-organismos, trés categorias
distintas s3o definidas: psicofrilos (0-15°C), mesofilos (20-40°C) e
termofilos (acima de 45°C). Os micro-organismos meso6filos sdo os mais
frequentemente detectados em aquiferos, sendo a faixa entre 20 e 40°C
considerada a faixa de temperatura 6tima para ambientes subterraneos
(BRADLEY; CHAPELLE, 1995; SUTHERSAN et al, 1999). O pH
interfere na capacidade dos micro-organismos em realizar fungdes
celulares, no transporte através da membrana celular e no equilibrio de
reacOes catalisadas (SUTHERSAN et al, 1999), sendo a faixa de pH de
4 a 9 considerada a ideal para o crescimento microbiano (CHAPELLE,
2001). O pH da area experimental apresentou variagdes de 4,84 a 7,97
no pogo fonte e 4,84 a 6,65 no pogo a 1,5m da fonte (Figura 5.5),
estando, portanto, de acordo com a faixa ideal para o crescimento dos
micro-organimos. O aumento do pH observado pode ser justificado pelo
consumo do fon H" do meio, ocorrido nas rea¢des de oxidac¢do-reducio
dos processos de biodegradacdo objetivados (ferro e sulfatorreducdo). A
Tabela 5.7 apresenta as reagdes de oxidagdo-reducdo envolvidas na
degradacdo do benzeno via ferro e sulfatorreducdo, demonstrando o
consumo do fon H'.

Tabela 5.7: Consumo de H' na degradagio do benzeno via ferro e
sulfatorreduciao

Processo de Reacao de oxidagao-reducao
degradacio

Ferrorreducio  Cgl, + 30Fe(OH); + 60H" — 6CO, + 30Fe’ + 78H,0
Sulfatorreducio  CqHg + 3,7550,7+ 7,5H" — 6CO, + 3,75H.S + 3H,0

Fonte: WIEDMEIER et al., 1999.
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Figura 5.5 Variacdes da temperatura (A), pH (B), concentracdes de
oxigénio dissolvido (OD) (C) e potencial de oxidagao-reducio (POR) (D)
nos pocos de monitoramento fonte e 1,5m da fonte ao longo do tempo
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Legenda: As faixas rachuradas referem-se as condigoes 6timas de crescimento
dos micro-organimos (A e B). As linhas tracejadas referem-se a concentragio
limite para o estabelecimento de condigdes anaerdbias (C) e ao limiar para
condi¢des de POR negativos (D).

No caso de contaminag@o de aguas subterrdneas com misturas
de diesel/biodiesel, os hidrocarbonetos aromaticos (BTEX e HPA's) sdo
os compostos de maior interesse ambiental, pois sdo recalcitrantes,
carcinogénicos (USEPA, 1998) e apresentam elevada toxicidade aos
organismos aquaticos (ANDERSON et al., 1974; MULLER, 2011;
RODRIGUES et al., 2010; SIMONATO; GUEDES; MARTINEZ,
2008). Assim, a tecnologia de remediacdo de aquiferos contaminados
com esses biocombustiveis precisa ser eficiente na remocdo dos
hidrocarbonetos mono e policiclicos aromaticos e, portanto, ¢
necessario 0 monitoramento continuo das concentracoes destes
contaminantes na agua subterranea. Nesse sentido, a aplicagdo do
processo de biorremediagdo proposto resultou em baixas concentragdes
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de hidrocarbonetos monoaromaticos na agua subterrdnea ao longo de
todo o periodo experimental. As maximas concentracdes de BTEX
obtidas para os pogos fonte ¢ 1,5m da fonte foram de 1329,2 ug.L"' e
221,71 pgL”, respectivamente (Figura 5.6). Comparativamente,
experimentos in situ realizados com diesel B20, em condigdes
semelhantes a este, obtiveram concentragdes dissolvidas de BTEX de 4
a 34 vezes mais elevadas as obtidas neste estudo (CHIARANDA, 2011;
RAMOS, 2013). Chiaranda (2011) avaliou a atenuac¢do natural dos
ésteres de acidos graxos e hidrocarbonetos aromaticos e observou, apos
29 meses de experimento, concentragdes dissolvidas de BTEX de
9661,5 ¢ 7611,8 pgL' para os pogos fonte e 1,5m da fonte,
respectivamente. Uma discussdo detalhada comparando os experimentos
de atenuagdo natural monitorada (ANM) e o presente estudo ¢é
apresentada no item 5.3. Da mesma forma, Ramos (2013) avaliou a
biodegradacdo dos hidrocarbonetos arométicos na mistura B20 sob
condi¢des metanogénicas e obteve concentracdes maximas dissolvidas
de BTEX de 5371,1 e 4076,7 pg.L", para os pogos fonte e 1,5m da
fonte, respectivamente. Apesar das elevadas concentragdes iniciais de
BTEX observadas por Ramos (2013), a bioestimulacdo em condigdes
metanogénicas resultou na aceleracdo da degradacdo dos
hidrocarbonetos aromaticos quando comparada 3 ANM. Porém, mesmo
apos 19,4 meses de experimento, foram observadas concentracdes
dissolvidas de BTEX mais elevadas que as deste trabalho (1951,4 e
916,5 pg.L" para os pogos fonte e 1,5m da fonte, respectivamente)
(RAMOS, 2013). Portanto, baseando-se nas concentragoes de BTEX, a
comparagdo entre os trés experimentos in situ com o diesel B20 sugere
que a bioestimulagdo com produto recuperado da DAM e acetato de
amonio pode ser a abordagem mais adequada para a remediagdo de
aguas subterraneas contaminadas com diesel B20.
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Figura 5.6 Variacdes das concentracdes de BTEX (A), acetato (B),
naftaleno (C) e HPA totais (D) nos pocos de monitoramento fonte e 1,5m da
fonte ao longo do tempo
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Legenda: A linha tracejada refere-se ao VMP de naftaleno para aguas
subterraneas (CETESB, 2014).

A fim de determinar se os compostos BTEX estavam de acordo
com as concentra¢des maximas exigidas pela legislagdo, foi realizada
uma avaliacdo individual de cada hidrocarboneto monoaromatico. No
Brasil, a resolugdo CONAMA 396/2008 legisla sobre os Valores
Maximos Permitidos (VMP) para diversos compostos organicos e
inorgénicos, segundo os usos preponderantes da dgua subterranea. Os
VMP para o benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos, em aguas
subterraneas destinadas ao consumo humano (uso mais restritivo) sdo de
5, 170, 200 ¢ 300 ug.L", respectivamente (BRASIL, 2008). O tolueno e
os xilenos mantiveram suas concentra¢des de acordo com o VMP pela
legislacdo no pogo localizado a 1,5m da fonte, ao longo de todo periodo
experimental. Enquanto no poco fonte, os VMP para o tolueno e os
xilenos foram atingidos decorridos 13 meses de experimento (23,82 e
190,92 pg.L™”, respectivamente) (Figura 5.7). O etilbenzeno manteve-se
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de acordo com o preconizado pela legislagdo ao longo de todo
experimento, em ambos os po¢os de monitoramento (Figura 5.7). Por
fim, apesar de baixas, as concentragdes de benzeno ndo alcancaram o
VMP pela legislagdo (38,63 ¢ 9,83 pg.L"' nos pogos fonte ¢ 1,5m da
fonte, respectivamente) (Figura 5.7). Em resumo, com excegdo do
benzeno, a avalia¢do individual dos hidrocarbonetos monoaromaticos
demonstrou que, decorridos 13 meses de experimento, as concentracdes
dos TEX estavam de acordo com as exigéncias ambientais, em ambos
pogos de monitoramento.

Figura 5.7 Variacdes das concentragoes de benzeno (A), tolueno (B),
etilbenzeno (C) e xilenos (D) nos pocos de monitoramento fonte e 1,5Sm da
fonte ao longo do tempo
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Legenda: As linhas tracejadas referem-se aos VMP para aguas subterrdneas
destinadas ao consumo humano (BRASIL, 2008).

Assim como para os hidrocarbonetos monoaromaticos, baixas
concentracdes dissolvidas de HPA totais foram observadas ao longo de
todo experimento (Figura 5.6). Dentre os HPAs, o naftaleno recebe
destaque por representar 79% da composi¢do dos hidrocarbonetos
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policiclicos aromaticos (KAIPPER, 2003) e pela sua maior solubilidade
em agua quando comparada aos demais hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos do diesel (SCHNOOR, 1996; WIEDMEIER et al, 1999), o
que lhe confere uma maior mobilidade no aquifero. Apesar da resolugdo
CONAMA 396/2008 nao estabelecer um VMP para o naftaleno, a
Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB) determina a
concentra¢io maxima de naftaleno de 60 pg.L"' em 4guas subterrneas
(CETESB, 2014). Nesse contexto, as concentragdes de naftaleno
mantiveram-se de acordo com o VMP preconizado pela agéncia
ambiental CETESB em ambos os pogos de monitoramento, ao longo de
todo periodo experimental (Figura 5.6).

As baixas concentragdes de hidrocarbonetos aromaticos obtidas
coincidem com o aumento da biomassa (bactérias totais) e o crescimento
de micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos aromaticos (gene
bssA). Ja nos primeiros meses de experimento as concentra¢des de
bactérias totais aumentaram em trés e duas ordens de grandezas em
relagdo ao background nos pocos fonte e 1,5m da fonte,
respectivamente, € a biomassa manteve-se estimulada ao longo de todo
o periodo de monitoramento (de 6,2x10° para 6,5x10° ¢ 7,6x10° copias
de gene.g” nos pocos fonte ¢ 1,5 m da fonte, respectivamente) (Figura
5.8). Da mesma forma, as concentragcdes do gene bssA aumentaram em
duas e trés ordens de grandezas nos primeiros meses de experimento
com relagdo ao background nos pogos fonte e 1,5m da fonte,
respectivamente (de 3,3x10* para 4,1x10° e 1,4x107 copias de gene.g”
nos pogos fonte e 1,5 m da fonte, respectivamente) (Figura 5.8).
Portanto, a estratégia de remediagdo utilizada resultou no aumento da
biomassa, estimulando micro-organismos especificos envolvidos na
degradacdo de hidrocarbonetos aromaticos, os quais foram responsaveis
pelas baixas concentragdes dos compostos aromaticos observadas.
Assim, pode-se dizer que, dentre os multiplos mecanismos que podem
potencialmente influenciar as concentragdes dos hidrocarbonetos
aromaticos na agua subterranea, a biodegradagdo aparentemente
prevaleceu sobre os processos abiodticos, tais como dissolugdo,
dispersdo, sor¢do, diluicdo, entre outros.
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Figura 5.8 Concentracdes de bactérias totais (A) e do gene bssA4 (B) nos
pocos de monitoramento fonte e 1,5m da fonte ao longo do tempo
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Apesar dos hidrocarbonetos aromaticos serem os compostos de
maior interesse ambiental em derramamentos de diesel B20, estudos
demonstram que, em misturas de diesel e biodiesel, o biodiesel ¢
preferencialmente degradado em relagao aos hidrocarbonetos aromaticos
do diesel (CHIARANDA, 2011; OWSIANIAK et al., 2009; RAMOS et
al., 2016), causando um retardo na biodiegrada¢do dos BTEX e HPAs
(BORGES; DIAS; DANKO, 2014; CORSEUIL et al., 2011; YASSINE
et al.,, 2013; RAMOS et al., 2016). Portanto, em derramamentos com
misturas de diesel/biodiesel, as estratégias de remediacdo devem
priorizar a degradagdo do biocombustivel (RAMOS et al., 2016), a fim
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de impedir que exerca seus efeitos duradouros na zona da fonte de
contaminacgdo e retarde a biodegradagdo dos hidrocarbonetos aromaticos
do diesel, que sdo os compostos de maior interesse ambiental. Neste
contexto, as baixas concentragdes dissolvidas de hidrocarbonetos
aromaticos observadas ao longo de todo monitoramento, associada ao
aumento da biomassa e de micro-organismos especificos degradadores
de hidrocarbonetos aromaticos, sugerem que a fragdo solavel disponivel
do biodiesel foi passivel de ser degradada pela microbiota estimulada
pela presencga do diesel B20 e dos produtos de remediagdo, visto que os
ésteres metilicos de acido graxo sdo biodegradados prioritariamente e
mais rapidamente do que os compostos aromaticos do diesel
(DEMELLO et al., 2007; OWSIANIAK et al., 2009; RAMOS et al.,
2016).

A fim de definir os principais processos de oxidacdo-reducdo
ocorridos no aquifero e responsaveis pela degradacao do diesel B20, foi
realizada uma avaliagdo detalhada dos receptores de elétrons e de seus
principais metabdlitos. A liberacao controlada do diesel B20 e a adiggo
de acetato de amoénio como um dos produtos de remediacdo exerceram
uma elevada demanda bioquimica de oxigénio, o que resultou no seu
rapido consumo, alcancando concentragdes proximas a 0,5 mg.L™” no
aquifero em apenas 3 meses de experimento (Figura 5.5), sendo estas
concentracdes de oxigénio dissolvido comumente observadas em
ambientes anaerobios (SCHREIBER; BAHR, 2002; WIEDMEIER et al,
1999). Simultaneamente ao consumo de oxigé€nio dissolvido houve a
diminuicdo do potencial de oxidagdo-reducdo (POR) do meio, que
revelou valores negativos a partir de 3 meses apos a liberagdo controlada
do diesel B20 e inicio do tratamento (Figura 5.5), o que suporta o
estabelecimento de condi¢@o de anaerobiose neste periodo experimental.

O POR ¢ uma medida que indica a tendéncia de um ambiente
em aceitar ou receber elétrons. Como alguns processos bioldgicos
ocorrem dentro de uma faixa de POR pré-estabelecida, o conhecimento
do potencial redox pode auxiliar na determina¢do dos processos de
oxidagdo-reducdo prevalecentes (WIEDMEIER et al, 1999). Valores de
POR acima de +300 mV seriam caracteristicos de ambientes aerobios,
valores na faixa de +300 a +100 mV caracterizam ambientes
nitratorredutores, valores entre +100 ¢ -50 mV seriam condizentes com
ambientes ferrorredutores, valores entre -50 e -220 mV, seriam tipicos
de ambientes sulfatorredutores e, por fim, valores abaixo de -240 mV
seriam caracteristicos de condi¢des metanogénicas (EDMUNDS et al.,
1984; SUTHERSAN et al, 1999; WIEDMEIER et al, 1999). Porém,
deve-se ter cautela ao avaliar os processos de oxidacao-reducdo
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considerando somente a varidvel POR, uma vez que essas faixas de
potencial redox foram estipuladas para condigoes de pH 7 e temperatura
de 25°C, sendo diferentes das condi¢des geoquimicas deste
experimento. Além disso, micro-organismos ferrorredutores sdo capazes
de explorar metabolicamente o potencial redox favoravel ao composto
de Fe (III) utilizado (citrato de ferro, goethita, hematita, magnetita, entre
outros) (WEBER; ACHENBACH; COATES, 2006). Por exemplo, no
caso dos diferentes 6xidos de ferro a faixa de POR varia de +100 a -314
mV, dependendo do composto utilizado (STRAUB; BENZ; SCHINK,
2001). Portanto, a variavel POR deve ser utilizada como ferramenta
auxiliar para a defini¢do dos processos de oxidagdo-reducdo ocorridos,
juntamente com uma avaliacdo detalhada dos receptores de elétrons e
subprodutos produzidos na agua subterranea.

O potencial de oxidagdo-reducdo variou de +252 a -216 mV e
+252 a -103 mV, nos pocos fonte e 1,5m da fonte, nos primeiros 3
meses de experimento e mantiveram-se negativos ao longo de todo
periodo experimental (Figura 5.5). Wiedmeier et al. (1999) destaca que,
quando condi¢cdes anaerdbias sdo estabelecidas no ambiente
subsuperficial, o POR pode ser usado para fornecer uma informacao da
localizagdo da pluma de contaminag@o. De fato, no pogo localizado a
2,5m da fonte (PM13 - Figura 5.4), que é o proximo pogo de
monitoramento seguindo a dire¢do da linha central da possivel pluma de
contaminag¢@o, baixissimas concentra¢des de compostos organicos foram
observadas (por exemplo, concentracdes maximas de benzeno igual a
2,89 pg.L"; naftaleno igual a 9,72 ug.L"' e acetato igual a 1,61 mg.L™),
0 que resultou em um potencial redox positivo e com pouca variagdo
durante todo o monitoramento.

Uma vez que condigdes anaerdbias foram estabelecidas na dgua
subterrdnea, os receptores de elétrons alternativos tendem a ser
utilizados conforme a hierarquia termodinamica anteriormente explicada
no item 3.2. Assim, de acordo com os receptores de elétrons disponiveis,
a degradagdo dos contaminantes ird ocorrer por meio dos processos de
nitratorredugdo, ferrorredugdo, sulfatorredugdo e metanogénese
(LOVLEY, 2003; WIEDMEIER et al., 1999). Andlises realizadas
previamente a liberagdo controlada do combustivel mostraram que o
aquifero é pobre em receptores de elétrons, com concentra¢des de 1,45
mgL", 1,81 mgL"', e 2,15 mgL"' de nitrato, Fe(Ill) e sulfato,
respectivamente (Tabela 5.4).

A adi¢do de 6xidos de ferro recuperados do tratamento da DAM
resultou em um aumento na disponibilidade de Fe(Ill) e sulfato,
conforme objetivado. O incremento na quantidade de receptores de
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elétrons pode ser constatado pelo aumento das concentragdes de Fe(III)
e sulfato em relacdo ao background. As concentracdes de Fe(Ill)
aumentaram de 1,81 mg.L'1 para 32,38 e 218,50 mg.L'1 para os pogos
fonte e 1,5m da fonte, respectivamente (Figura 5.10); enquanto as
concentragdes de sulfato aumentaram de 2,15 mg.L"' para 730,60 e
38,86 mg.L" para os pogos fonte ¢ 1,5m da fonte, respectivamente
(Figura 5.9). Apos a verificagdo do primeiro pico de concentragdo
desses receptores de elétrons, foi observado o decaimento das
concentracdes de Fe(Illl) e sulfato (Figuras 5.10 e 5.11),
simultaneamente ao aumento das concentracdes de Fe(Il) (Figura 5.10),
indicando a ocorréncia dos processos de ferro e sulfatorredugdo. Embora
sulfetos sejam produzidos durante o processo de sulfatorreducdo, as
concentra¢des de sulfeto se mantiveram proximas a zero ao longo de
todo experimento (Figura 5.9). A auséncia de sulfeto mensurdvel pode
ser atribuida a precipitacdo na forma de sulfeto ferroso (ATEKWANA;
AAL, 2015; HUANG; KAO, 2016; RODEN; LOVLEY, 1993), a qual é
consistente com a diminui¢do das concentragdes de Fe(Il) no poco
localizado a 1,5m da fonte decorridos 13 meses de experimento e com
as baixas concentra¢des de Fe(Il) no pogo fonte ao longo de todo
experimento (Figura 5.10). A precipitacdo na forma de sulfeto ferroso
foi anteriormente observada por diversos autores que estudaram a
atenuacdo natural de contaminantes organicos em ambientes que
continham Fe(III) e sulfato ou a degradagdo de compostos organicos via
ferro ou sulfatorreducdo (ATEKWANA; AAL, 2015; HUANG; KAO,
2016; MADIGAN et al., 2010; MUCCI et al., 2000; RABUS;
HANSEN; WIDDEL, 2006; RODEN; LOVLEY, 1993). Nesse sentido,
a redugdo na concentracdo de sulfato fornece indicios da ocorréncia da
biodegradacdo dos contaminantes via sulfatorreducdo, havendo a
necessidade de utilizar evidéncias microbiologicas para comprovar a
existéncia desse processo. Além disso, sabendo que -elevadas
concentracdes de sulfetos dissolvidos podem inibir a atividade
microbiana (DA SILVA; RUIZ-AGUILAR; ALVAREZ, 2005;
HUANG; KAO, 2016; KALYUZHNYL;, DE LEON FRAGOSO;
RODRIGUEZ MARTINEZ, 1997; LOPES et al., 2007), o uso
combinado dos processos de ferro e sulfatorreducdo ¢é interessante, uma
vez que podem reduzir os efeitos inibitorios exercidos pelos sulfetos por
meio da formagdo do precipitado sulfeto ferroso (FeSg)).
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Figura 5.9 Variacdes das concentracdes de nitrato (A), nitrito (B), sulfato
(C) e sulfeto (D) nos pocos de monitoramento fonte e 1,5m da fonte ao
longo do tempo
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Figura 5.10 Variacdes das concentracdes de ferro total suspenso (A), Fe
III) (B), Fe (II) (C) e metano (D) nos pocos de monitoramento fonte e 1,5m
da fonte ao longo do tempo
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Como os processos de biodegradacdo da matéria organica sdo
mediados por micro-organismos especificos que utilizam diferentes
receptores de elétrons para conduzir a oxidacdo do contaminante, a
presencga de determinados micro-organismos na agua subterranea pode
auxiliar na determinacdo do processo de oxidacdo-reducdo
predominante. Nesse sentido, membros da familia Geobacteraceae,
composta pelos géneros (Pelobacter, Geobacter, Desulfuromonas e
Desulfuromusa), costumam ser predominantes em ambientes
subsuperficiais sob condigdes ferrorredutoras (BOTTON et al., 2007;
LIN; WESTERHOFF; ROLING, 2009; ROONEY-VARGA et al.,
1999). Portanto, a presenca desta comunidade especifica pode fornecer
indicios da ocorréncia do processo de ferrorredugdo. Da mesma forma, a
presenca de comunidades especificas de bactérias sulfatorredutoras
(BSR) e arqueas pode auxiliar na verificagdo da ocorréncia dos
processos de sulfatorreducdo e metanogénese. Os micro-organismos da
familia Geobacteraceae sio capazes de degradar, conjuntamente com a
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reducdo do Fe(Ill), diversos substratros como os hidrocarbonetos
monoaromaticos (BOTTON et al., 2007, DORER et al., 2016; LIN;
WESTERHOFF; ROLING, 2009; LOVLEY, 1997; ROONEY-VARGA
et al., 1999; ZHANG et al., 2012) ¢ o acetato (COATES et al., 1999;
LOVLEY, 1997). Além disso, quando em sintrofia com bactérias
sulfatorredutoras, as Geobacteraceae spp. sdo capazes de degradar os
acidos graxos de cadeia longa (AGCL) (GIHRING et al., 2011),
metabolito hidrolisado do biodiesel. Neste caso, as bactérias
sulfatorredutoras do género Desulforegula atuam na conversdo dos
AGCL a acetato, o qual ¢ posteriormente degradado pelos micro-
organismos da familia Geobacteraceae (GIHRING et al., 2011). As
bactérias sulfatorredutoras (BSR) também sdo capazes de degradar os
hidrocarbonetos aromaticos (ABU LABAN et al., 2009; BELLER;
SPORMANN, 1997; BOMBACH et al., 2010; HARMS et al., 1999;
HIGASHIOKA; KOJIMA; FUKUI, 2012; KNIEMEYER et al., 2003;
KUPPARDT et al., 2014; RABUS; HANSEN; WIDDEL, 2006), bem
como os ésteres metilicos de acidos graxos (AKTAS et al., 2010) e os
acidos graxos de cadeia longa (RABUS; HANSEN; WIDDEL, 2006;
SOUSA et al., 2010).

Concomitantemente as mudangas geoquimicas que indicam o
estabelecimento de condicdes ferro e sulfatorredutoras no aquifero, foi
observado o aumento na concentracdo de micro-organismos especificos
envolvidos nestes processos de oxidagdo-redugdo. No pogo fonte, 3
meses apds o inicio do experimento, as concentragdes de
Geobacteraceae ¢ bactérias sulfatorredutoras (BSR) haviam aumentado
de 2,2 x10° para 2,3x10° copias de gene.g”' e de 5x10' para 8,3x10°
copias de gene.g', respectivamente (Figura 5.11). A constante
disponibilidade de sulfato obtida pela adi¢do do produto recuperado da
DAM ao longo dos 17,8 meses de monitoramento foi responsavel pela
manutengdo do metabolismo de BSR durante todo o periodo
experimental (Figura 5.11). Da mesma forma, as concentragdes de
Geobacteraceae se mantiveram relativamente estaveis ao longo de todo
monitoramento (Figura 5.11), apesar da redugdo da concentracdo de
Fe(IIT) ap6s 13 meses de experimento (2,13 mg.L™") (Figura 5.10). A
sustentacdo do metabolismo dos micro-organismos pertencentes a
familia Geobacteraceae no ambiente com baixa disponibilidade de
Fe(III) pode ser justificada pela sua capacidade de utilizar receptores de
elétrons alternativos simultaneamente, tais como fumarato (CACCAVO
et al., 1994; LIN; WESTERHOFF; ROLING, 2009), nitrato (CORD-
RUWISCH; LOVLEY; SCHINK, 1999) ¢ enxofre elementar
(BARLLET et al., 2012; CACCAVO et al., 1994, LOVLEY et al.,
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2011), podendo assim atuar em diferentes condi¢des redox, garantindo a
manutengdo das atividades celulares destes micro-organismos, mesmo
apos a diminui¢do das concentragdes de Fe(Il). Assim, em ambientes
que contenham Fe(Ill), sulfato ¢ BSR, pode haver a formagdo de
enxofre elementar através da redugdo abiodtica do Fe(Ill) por sulfetos
(BARLLET et al., 2012; LOHMAYER et al., 2014; LOVLEY et al,,
2011), o qual pode ser utilizado como receptor de elétrons alternativo
para os micro-organismos da familia Geobacteraceae.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lohmayer%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24632263
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Figura 5.11 Concentragoes de Geobacteraceae (A), bactérias
sulfatorredutoras (BSR) (B) e arqueas (C) nos pocos de monitoramento
fonte e 1,5m da fonte ao longo do tempo.
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O incremento na concentragdo de micro-organismos especificos
envolvidos nos processos de ferro e sulfatorreducdo também foi
observado no pogo localizado a 1,5m da fonte. Apds 3 meses de
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monitoramento, foi observado um aumento das bactérias
Geobacteraceae (de 2,2 x10° para 5,8x10° copias de gene.g™), o qual é
condizente com as mudangas geoquimicas que indicam o
estabelecimento de condic¢des ferrorredutoras no ambiente (aumento da
disponibilidade de Fe(Ill) em relagdo ao background de 1,81 para 218,5
mg.L" e aumento da concentrago de Fe(II) de 0 para 36,5 mg.L™"). Este
ambiente ferrorredutor favoreceu a estimulagdo de micro-organismos da
familia Geobacteraceae, obtendo o seu pico de concentracdo apos
transcorridos 7,4 meses (4,1x10” copias de gene.g") (Figura 5.10). Ja a
estimulacdo do crescimento das BSR (de 5x10' para 3,8x10” copias de
gene.g') foi registrada apds 7.4 meses de experimento,
concomitantemente ao aumento da disponibilidade de sulfato em relacao
ao background (de 2,1 para 38,9 mg.L™") (Figura 5.9). Portanto, o
aumento das concentracdes das Geobacteraceae spp. € dos micro-
organimos sulfatorredutores, juntamente ao aumento do Fe(IIl) e sulfato
disponiveis para os micro-organimos e a posterior diminuigdo das suas
concentragdes ¢ aumento das concentragdes de Fe(I) comprovam a
existéncia de ambos processos de oxidag¢ao-reducao.

Apesar da combinacao dos processos de ferro e sulfatorredugio
ter sido observada em ambos os po¢os de monitoramento, uma analise
mais detalhada das mudangas geoquimicas ocorridas no meio indicam,
apods 3 meses de experimento, uma atuacao mais intensa do processo de
ferrorredug¢do no pogo localizado a 1,5m da fonte em comparagdo ao
pogo fonte, o que pode ser resultado do tempo de migragdo dos
receptores de elétrons até este pogo de monitoramento, aliado a
hierarquia termodinamica para a utilizacdo dos receptores de elétrons.
As analises de Fe(Ill) e Fe(Il) no pogo fonte, 3 meses apds a liberagdo
do diesel B20 e do inicio do tratamento de remediacdo, indicam a
ocorréncia deste processo de oxidacdo-reducdo (32,38 ¢ 9,12 mg.L™”,
respectivamente), porém os resultados das concentragdes de Fe(Ill) e
Fe(Il) sao substancialmente mais elevados para o pogo localizado a
1,5m da fonte, no mesmo periodo de monitoramento (218,50 e¢ 36,50
mg.L", respectivamente) (Figura 5.10). Apesar disso, elevadas
concentracdes de micro-organismos ferrorredutores foram observadas
em ambos os pogos de monitoramento (concentragdo de
Geobacteraceae de 2,3x10° e 5,8x10° copias de gene.g”, nos pogos
fonte e 1,5m da fonte, respectivamente). Sabendo que a ocorréncia do
processo de ferrorreducdo ¢ mais favordvel termodinamicamente ao
processo de sulfatorredugdo (LOVLEY, 2003) e considerando o tempo
de migragdo dos substratos organicos e dos receptores de elétrons até o
pogo localizado a 1,5m da fonte, esses resultados sugerem que o
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processo de ferrorredugdo pode ter ocorrido de forma mais intensa no
poco fonte em um periodo anterior a primeira campanha de
monitoramento do experimento (3 meses).

Com relagdo ao processo de ferrorreducdo, a auséncia de
contato direto entre os oOxidos/oxihidroxidos de ferro e os micro-
organismos pode representar uma limitagdo ao processo. Porém,
mecanismos alternativos de transporte de elétrons por meio de
transportadores de elétrons externos como quinonas e substincias
himicas, formag¢do de complexos Fe(lll)-quelantes (sintéticos ou
naturais - 4acidos humicos) e formacdo de nanofios bacterianos
produzidos por alguns micro-organismos podem auxiliar na
transferéncia de elétrons na biodegradacdo via ferrorredugdo
(ANSCHUTZ; PENN, 2005; COATES et al., 1998; LI et al., 2014;
REGUERA et al., 2005, 2007; RODEN et al., 2010; VOORDECKERS
et al., 2010; WOLF et al., 2009), conforme descrito anteriormente no
item 3.2.1 deste trabalho. A introdugdo do oxihidroxido de ferro,
recuperado do tratamento da DAM (goethita), resultou no aumento da
concentracdo de ferro total suspenso e da disponibilidade de Fe(Ill) na
agua subterrdnea (Figura 5.10). As concentragdes mais elevadas de
Fe(Ill) em relagdo ao ferro total suspenso demonstram que parte da
quantidade de ferro férrico disponivel esta na forma dissolvida. O
aumento do Fe(III) dissolvido pode ser atribuido a eventual presenca de
substancias hiimicas no solo que podem ter auxiliado na transferéncia de
elétrons por meio da formacao de complexos Fe(IIl)-acidos humicos que
contribuem para a dissolucdo do Fe(IIl) na dgua subterranea (LUTHER
et al, 1992; LOVLEY et al, 1996; COATES et al, 1998; THAMDRUP,
2000; RODEN et al, 2010). Em contrapartida, o comportamento
semelhante do ferro total suspenso e do Fe(Ill) sugere que grande parte
do ferro suspenso encontra-se na forma de Fe(Ill). Porém,
independentemente da forma em que o Fe(Ill) se encontrava no
aquifero, o monitoramento do experimento mostrou que praticamente
todo o ferro férrico disponivel foi utilizado pelos micro-organismos,
pois houve uma drastica reducdo nas concentragdes de Fe(Ill) e ferro
total suspenso (Figura 5.10). Adicionalmente, foi observado o aumento
da concentragdo de micro-organismos especificos da familia
Geobacteraceae em ambos os pogos de monitoramento (Figura 5.11).
Sabendo que as espécies do género Geobacter sdo consideradas o grupo
mais importante para a condugdo do processo de ferrorreducdo
(SNOEYENBOS-WEST et al., 2000) e que estas necessitam de contato
direto com o receptor de elétrons e o contaminante (REGUERA et al.,
2005), estes resultados sugerem que, além do complexo Fe(Ill)-
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quelante, o transporte de elétrons pode também ter sido realizado por
meio da formagdo de nanofios produzidos pelas bactérias ferrorredutoras
estimuladas na area experimental (LOVLEY, 2011; REGUERA et al.,
2005, 2007).

Além dos processos de ferro e sulfatorredugdo, condigoes
metanogénicas foram estabelecidas na 4gua subterranea. Na
metanogénese, os substratos orgédnicos sao convertidos a metano e
dioxido de carbono, pela agdo das arqueas metanogénicas acetoclasticas,
hidrogenotroficas e metilotroficas’ (FENCHEL et al, 1998; GUIJER;
ZEHNDER, 1983), sendo esta a ultima etapa dos processos de
oxidacdo-redugdo (LOVLEY, 2003; WIEDMEIER et al, 1999).
Condigdes metanogénicas sdo comumentes observadas em aquiferos
impactados por contaminantes organicos (RAMOS et al., 2013;
REINHARD et al., 2005; TAMAMURA et al., 2012; WEINER;
LOVLEY, 1998) e, estudos fornecem evidéncias da degradacdo de
hidrocarbonetos aromaticos do diesel (CHANG; UM; HOLOMAN,
2006; GRBIC-GALIC; VOGEL, 1987; JONES et al, 2008;
REINHARD et al., 2005; WEINER; LOVLEY, 1998), biodiesel (WU et
al., 2015) e misturas de diesel/biodiesel (RAMOS et al., 2013; WU et
al., 2015), via metanogénese. Uma produgao significativa de metano foi
observada a partir do 13° més de experimento (concentragdes de metano
de 14,21 e 10,68 mg.L'l, nos pogos fonte e 1,5m da fonte,
respectivamente) (Figura 5.10). A produgdo de metano foi condizente
com o aumento das concentragdes de arqueas de 5x10' para 2,87x10’
copias de gene.g” no pogo fonte, apos 3 meses; e de 5x10' para 8,7x10°
copias de gene.g”' no poco 1,5m da fonte, apos 7,4 meses a partir do
inicio do experimento.

3 . I ~ r . ~

As arqueas metilotroficas sdo responsaveis pela conversdo de compostos de
metil (como metanol e metilamonas) a metanos. A metanogénese metilotrofrica
ndo ¢ relevante para os processos de degradagdo dos compostos estudados neste
trabalho.
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Apesar das elevadas concentragdes de metano observadas na

agua subterrinea, concentragdes significativas de Fe(Ill) e sulfato
(Figuras 5.9 e 5.10) e de micro-organismos especificos envolvidos nos
processos de ferro e sulfatorredugdo (Figura 5.11) sdo mantidas, mesmo
apos a metanogénse se tornar um dos processos predominantes na
degradacdo dos compostos organicos, o que indica que oS processos
estdo ocorrendo conjuntamente. A ocorréncia simultanea dos processos
de ferrorreducdo ou sulfatorreducéo e metanogénese ¢ frequentemente
observada em aquiferos impactados por contaminantes organicos (ex.
BTEX) (AULLO et al, 2013; BEEMAN; BLECKMANN, 2002;
BEEMAN; SUFLITA, 1990; BERTRAND et al., 2016; HEIDRICH;
WEISS; KASCHL, 2004; SUN; SUN; CUPPLES, 2014a).
A avaliagdo dos processos de oxidacdo-redugdo predominantes
demonstrou que a ferro e sulfatorreducdo foram os principais processos
ocorridos no ambiente subsuperficial e responsaveis pela rapida
degradacdo do diesel B20. As elevadas concentragdes de Fe(Ill) e
sulfato observadas na primeira campanha de monitoramento (3 meses)
em relagdo ao background, aliadas a constatacdo do desenvolvimento
dos processos de ferro e sulfatorredugdo no meio, indicam que os 6xidos
de ferro recuperados do tratamento da DAM sdo uma eficiente fonte
alternativa de o6xido-hidroxido de ferro e sulfato. Além disso, a adigdo
de acetato de amonio como um substrato prontamente assimilavel pelos
micro-organimos, estimulou o rapido crescimento de micro-organimos
ferro e sulfatorredutores (como por exemplo, as bactérias da familia
Geobacteraceae), conforme esperado. Apoés 13 meses de experimento, a
metanogénese passou a ser também um importante processo na
degradacdo dos hidrocarbonetos aromadticos. A maior disponibilidade
dos receptores de elétrons anaerobios obtida pela adi¢do do produto
recuperado da DAM, conjuntamente com a adi¢do de acetato de amonio
e a libera¢do controlada do diesel B20, estimulou o crescimento de
micro-organismos especificos capazes de oxidar os metil ésteres de
acidos graxos e os hidrocarbonetos aromaticos do diesel, resultando em
baixas concentra¢des de BTEX e HPA's na agua subterranea ao longo de
todo periodo experimental.
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5.3 Comparac¢ido dos experimentos de bioestimulagido conjunta de
ferro e sulfatorreducio e atenuaciao natural monitorada

A bioestimulagdo com acetato de amoénio e oxidos de ferro
recuperados do tratamento da DAM foi aplicada com o objetivo de
acelerar a degradagdo do diesel B20 por meio da bioestimulacio
conjunta dos processos de ferro e sulfatorredug¢do. Assim, com o intuito
de avaliar a contribuigdo da adigdo dos produtos de remediacdo na
biodegradacdo dos éstereres metilicos de 4acidos graxos e
hidrocarbonetos aromaticos do diesel, foi realizada uma comparagio
entre este experimento e os dados obtidos em um experimento adjacente
a este, desenvolvido em condigdes semelhantes a este, no qual foi
estudada a degradagdo natural do diesel B20 (experimento de atenuagdo
natural monitorada - ANM).

Ambas as  4reas  experimentais eram  compostas
predominantemente por areia fina, com algumas lentes de argila (com
aprox. 15% de teor de argila), continham baixo teor de matéria organica,
baixas concentra¢des de micro e macronutrientes, baixas concentragdes
de receptores de elétrons na fase saturada e velocidades intersticiais
média da 4gua subterrdnea semelhantes (6,5 ¢ 6,9 m.ano” para os
experimentos de ANM e bioestimualacdo ativa, respectivamente). A
Figura 5.12 apresenta a localizagdo de cada area experimental. Detalhes
referentes ao experimento de ANM podem ser encontrados em
Chiaranda (2011). O experimento de ANM iniciou em junho de 2008 e
foram realizados 10 monitoramentos até a presente data. Para a analise
comparativa foram utilizados os dados dos pocos localizados a 1,5m da
fonte, em ambos os experimentos.

Figura 5.12 Localizacio dos experimentos de ANM (em vermelho) e de
bioestimulacio ativa (em amarelo)
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Figura 5.13 Variacdes das concentracées de naftaleno (A), Fe(II) (B),
sulfato (C) e metano (D) nos experimentos de bioestimulacdo e atenuacio
natural monitorada (ANM) ao longo do tempo
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Legenda: A linha tracejada refere-se ao VMP de naftaleno para aguas
subterraneas (CETESB, 2014).

A adi¢do do acetato de amodnio e de 6xidos de ferro recuperados
do tratamento da DAM resultou no estabelecimento de condi¢des ferro e
sulfatorredutoras na agua subterrdnea apos 3 meses, conforme indicado
pelo rapido aumento nas concentragdes de Fe(Il) -metabdlito da redugéo
do Fe(Ill)- (de 0 para 36,5 mg.L'l), seguido da diminuicdo da
concentragio de sulfato (de 38,8 para 20,6 mg.L™") apos 7,4 meses de
experimento. Comparativamente, no experimento de ANM, foram
observadas concentragdes menores de Fe(II) e sulfato (concentra¢des
médias de 8,0 mg.L" e 2,1 mgL", respectivamente (Figura 5.13).
Mesmo sendo obtidas concentragdes mais elevadas de Fe(Il) no
experimento de bioestimulagdo quando comparado a ANM, a
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importancia do processo de ferrorredugdo pode estar sendo subestimada
no experimento de bioremediagdo ativa, devido a precipitacdo do Fe(Il)
na forma de sulfeto ferroso (ATEKWANA; AAL, 2015; HUANG;
KAO, 2016; MADIGAN et al., 2010; MUCCI et al., 2000; RABUS;
HANSEN; WIDDEL, 2006; RODEN; LOVLEY, 1993), uma vez que
condi¢des sulfatorredutoras também foram estabelecidas no aquifero.

O fornecimento de receptores de elétrons pela adicdo de fontes
suplementares de Fe(Ill) e sulfato, além de substrato organico
prontamente assimildvel (acetato de amonio), resultaram em baixas
concentracdes dissolvidas de hidrocarbonetos aromaticos, quando
comparado & ANM. Na ANM as concentragdes dissolvidas de
hidrocarbonetos aromaticos se mantiveram relativamente elevadas
durante os 5,3 anos de monitoramento (méaximas concentragdes de
benzeno, tolueno, etilbenzeno, xilenos e naftaleno foram 974,7; 5966,0;
2474,6; 7947,6 e 121,3 ug.L’l, respectivamente), enquanto no
experimento de bioestimulagdo essas concentragdes se mantiveram
consideravelmente inferiores durante todo o periodo experimental
(maximas concentragdes de benzeno, tolueno, etilbenzeno, xilenos e
naftaleno foram 28,15; 83,0; 49,6; 86,8 ¢ 10,0 g.L'l, respectivamente)
(Figuras 5.13 e 5.14). Ainda, no experimento de biorremediacdo ativa,
com excecdo do benzeno, os demais hidrocarbonetos aromaticos
mantiveram suas concentragdes de acordo com as exigéncias dos 6rgaos
ambientais ao longo de todo monitoramento (BRASIL, 2008; CETESB,
2014), enquanto na ANM, as exigéncias legais ndo foram alcancadas
mesmo apos 5,3 anos, exceto para o naftaleno (Figuras 5.13 e 5.14).
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Figura 5.14 Variacées das concentracdes de benzeno (A), tolueno (B),
etilbenzeno (C) e xilenos (D) nos experimentos de bioestimulacio e
atenuacio natural monitorada (ANM) ao longo do tempo
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Legenda: As linhas tracejadas referem-se aos VMP para aguas subterraneas
destinadas ao consumo humano (BRASIL, 2008).

Em misturas de diesel e biodiesel, o biodiesel pode inibir a
degradacdo dos hidrocarbonetos aromaticos do diesel (BORGES; DIAS;
DANKO, 2014; CORSEUIL et al., 2011; YASSINE et al., 2013), o que
pode ser explicado pela degradacdo preferencial do biodiesel em relagdo
aos compostos aromaticos (CHIARANDA, 2011; OWSIANIAK et al.,
2009; RAMOS et al., 2016). Portanto, quando ocorre um derramamento
de diesel B20 em aguas subterraneas, elevadas concentra¢des dos
compostos aromaticos permanecerdo no aquifero até que o volume de
biodiesel se esgote (CHIARANDA, 2011). Deste modo, a persisténcia
de elevadas concentracdes dissolvidas de hidrocarbonetos aromaticos no
experimento de ANM indica que o biodiesel ainda ndo foi
completamente removido do aquifero e, pode estar sendo biodegradado
preferencialmente em relagdo aos hidrocarbonetos aromaticos. Em
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contrapartida, as baixas concentragdes dissolvidas de hidrocarbonetos
aromaticos observadas no experimento de biostimulagdo quando
comparado a ANM, sugerem que houve uma rapida degradagdo da
fragdo soluvel disponivel do biodiesel, possibilitando a remogdo dos
compostos aromaticos pelos micro-organismos.

A manuten¢do de baixas concentragoes dissolvidas de
hidrocarbonetos  aromaticos observadas no experimento de
bioestimulagdo coincide com o aumento da biomassa, o crescimento de
micro-organismos ferro e sulfatorredutores (Geobacteraceae e BSR) e o
incremento da concentracdo do gene catabolico bssA, associado a
degradacdo anaerdbia de hidrocarbonetos aromaticos (Figura 5.15). Ja
no experimento de ANM, apesar do aumento da biomassa, esses micro-
organismos especificos ndo foram detectados, mesmo apds 23 meses de
experimento (Figura 5.15). Portanto, pode-se concluir que, no
experimento de biorremediacdo ativa com acetato de amoénio e 6xidos de
ferro recuperados do tratamento da DAM, o possivel retardo da
biodegradagdo dos hidrocarbonetos mono e policiclicos aromaticos
decorrentes da biodegradacdo preferencial do biodiesel foi superado
devido a estimulagdo do crescimento de micro-organismos especificos
envolvidos na biodegradacdo de compostos orgénicos via ferro e
sulfatorreducdo, os quais foram responsaveis pela aceleracdo da
degradacao do diesel B20, consumindo rapidamente os ésteres metilicos
do biodiesel e permitindo a biodegradacdo dos hidrocarbonetos
aromaticos do diesel.



134

Figura 5.15 Concentracoes de bactérias totais, Geobacteraceae, bactérias
sulfatorredutoras (BSR) e gene bssA nos experimentos de atenuacio
natural monitorada e bioestimuacio ao longo do tempo
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Com a diminui¢do da disponibilidade de receptores de elétrons
alternativos no experimento de biorremediacdo ativa, apos 13 meses de
experimento, a metanogénese passou a ser um processo importante na
degradacdo dos compostos do diesel B20 (concentracdo de metano igual
a 10,68 mg.L™") (Figura 5.13). Da mesma forma, no experimento de
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ANM, ap6s transcorridos 12,8 meses, elevadas concentragdes de metano
foram obtidas na agua subterranea (8,33 mg.L'l) (Figura 5.13). Apesar
do estabelecimento de condigdes metanogénicas ter ocorrido no mesmo
periodo experimental em ambos 0s experimentos, o fornecimento de
elétrons alternativos (Fe(Ill) e sulfato) e de substrato organico mais
prontamente assimilavel (acetato de amonio) estimulou o crescimento de
micro-organismos especificos que consumiram rapidamente o biodiesel
e portanto, a metanogénese, na biorremediagdo ativa, estd também
envolvida na manutencgdo de baixas concentragdes de BTEX e HPA's na
agua subterrnea. Ja na ANM, a permanéncia de elevadas concentra¢des
dissolvidas de hidrocarbonetos aromaticos ao longo de todo periodo
experimental sugere que a metanogénse esta envolvida na degradacdo de
metabolitos secundarios da degradacdo do biodiesel. Porém, apos a
completa degradacgdo do biodiesel, os micro-organismos estimulados nas
condi¢des metanogénicas estabelecidas poderdo atuar na degradacdo dos
hidrocarbonetos aromaticos.

Além do monitoramento das alteragdes geoquimicas e
microbioldgicas da agua subterranea, o qual distinguiu os beneficios
entre a aplicagdo do tratamento de bioestimulacdo ¢ de ANM na zona
saturada do aquifero, foram realizadas analises quantitativas de BTEX e
HPAs no solo, a fim de avaliar a contribuicio do sistema de
bioestimulagdo empregado na remoc¢do dos hidrocarbonetos na fase
LNAPL (fase livre).

Nesse sentido, assim como para os hidrocarbonetos aromaticos
soluveis, a adigdo de 6xidos de ferro recuperados da DAM e acetato de
amonio resultou na rapida degradacdo dos BTEX ¢ HPAs presentes na
fase livre, quando comparado a ANM. No experimento de ANM, apds
8,3 anos da liberacdo controlada do diesel B20, foram observadas
concentra¢des de BTEX e HPA totais de 2,46 mg.kg" e 14,77 mg.kg™,
respectivamente; enquanto no experimento de bioestimulagdo as
concentracbes de BTEX e HPA totais observadas foram
consideravelmente inferiores (0,72 mgkg” e 725 mgkg’,
respectivamente) transcorridos apenas 2,6 anos do inicio do
experimento. A Tabela 5.8 apresenta as concentragdes de benzeno,
tolueno, etilbenzeno, xilenos, BTEX, naftaleno ¢ HPA totais, em
amostras de solo da regido da fonte de contaminagdo, nos experimentos
de atenuagdo natural monitorada (ANM) e de bioestimulagdo conjunta
de ferro e sulfatorredugdo. Esses resultados reforcam a afirmagdo de que
as baixas concentragdes de BTEX e HPAs dissolvidos observadas no
experimento de bioestimulagdo conjunta de ferro e sulfatorredugdo se
referem a répida biodegradacdo dos compostos do diesel B20 e ndo a
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possiveis implicagdes sobre a dissolugdo destes compostos na agua
subterrdnea. Além disso, as baixas concentragdes de hidrocarbonetos
aromaticos observadas nas amostras de solo no experimento de
bioestimulagdo, quando comparadas ao experimento de ANM, sugerem
que os micro-organismos especificos ferro e sulfatorredutores,
estimulados pela presenca dos produtos de remediacdo, podem ter
degradado também a fase livre do combustivel. Portanto, o sistema de
bioestimulagdo empregado se mostrou eficiente tanto para a
biodegradagdo da fase soltivel dos contaminantes presentes na zona
saturada, quanto para a fase NAPL, sendo assim, a tecnologia de
remedia¢do proposta apresenta-se como uma interessante abordagem de
tratamento para ambientes que contenham combustivel residual ou para
as areas denominadas zonas de fonte de contaminacéo.

Tabela 5.8: Concentragdes de benzeno, tolueno, etilbenzeno, xilenos, BTEX,
naftaleno e HPA totais, em amostras de solo da regidao da fonte de
contaminacio, nos experimentos de atenuacio natural monitorada (ANM)
e de bioestimulacio

.y -1 Bioestimulacao ANM
Varidvel (mg.Kg™) (2,6 anos) (8,3 anos)

Benzeno 0,004* 0,04
Tolueno 0,29 0,72
Etilbenzeno 0,02 0,02
Xilenos 0,41 1,68
BTEX 0,72 2,46
Naftaleno 0,04 0,38
HPA totais 7,25 14,77

* Refere-se a metade do limite de detecgao.

5.4 Sequenciamento do DNA

Com o intuito de obter informagdes mais detalhadas a respeito
da composi¢do e estrutura das comunidades microbianas que podem
estar atuando nos processos de oxidagdo-reducdo e contribuindo para a
rapida biodegradagdo do diesel B20, foram realizadas analises de
sequenciamento genomico das amostras de agua subterrdnea, ao longo
de todo monitoramento do experimento. A Tabela 5.9 apresenta os
géneros dos micro-organismos identificados no sequenciamento
gendmico e suas caracteristicas metabdlicas associadas.
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Tabela 5.9: Caracteristicas metabolicas associadas aos géneros de micro-organismos identificados na 4gua subterrinea

Género Filo Respiracio Substratos Referéncias
Acidos orednicos (HIRAISHI; UEDA, 1994;
Rhodoplanes Proteobacteria Facultativa g SRINIVAS; SASIKALA;
RAMANA, 2014)
Aclcares,
Candidatus . . . . ~ aminoacidos, alcoois,
. Acidobacteria Nitrato- e nitritorreducao . - (WARD et al., 2009)
koribacter acidos organicos,
quitina, celulose
. . . . . (IMPERIO; VITI; MARRI,
Alicyclobacillus Firmicutes Nitrato-, ferro-, tiossulfato e Agucares, dlcoois 000 MIETTINEN et al.,
sulfitorreducéo 2015)
Staphylococcus Firmicutes Facultativa Agucares (KLOOS, 1980)
Acghucares,
Candidatus . . . .. ~ aminoacidos, alcoois,
. Acidobacteria Nitrato- e nitritorredugao L . . (WARD et al., 2009)
solibacter acidos organicos,
quitina, celulose
Fimbriimonas Armatimonadetes Aerdbia Peptona, (IM et al., 2012)
extratos de levedura
_ . ~ Acidos orgénicos, (BAULD; STALEY, 1976;
Planctomyces Planctomycetes Aerdbbia e nitratorredugdo T SCHEUNER et al., 2014)
Aminoécidos (LYKIDIS et al., 2010;
o PEREZ-PANTOJA et al.
: i compostos aromaticos >
Cupriavidus Proteobacteria Facultativa acrébia 2008; SATO et al., 2006;
VANDAMME; COENYE,

2004)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=57723&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://pt.wikipedia.org/wiki/Proteobacteria

138

Género Filo Respiracio Substratos Referéncias
(PESTER et al., 2012;
Nitrato-, ferro-, sulfato- Agucares, alcoois, RAMAMOORTHY et al.,
Desulfosporosinus Firmicutes tiossulfato- e sulfitorrredugéo, compostos aromaticos 2006a; ROBERTSON;
fermentativa FRANZMANN; MEE,
2000)
(BRUCE et al., 2010;
Compostos LIMA; PARKER;
Facultativa acrébia aromaticos, alcanos, MEYER, 2012; MA;
Pseudomonas Proteobacteria pesticidas organicos RIXEY; ALVAREZ, 2013;
PESTER et al., 2012;
SHIM et al., 2005; ZUO et
al., 2015)
(KUMAR; KHANNA,
Salinispora Actinobacteria Aerobia AQUC:;(G);ZS;?)I; ostos i?fgb&%%gggfg eett
al., 2012)
(CACCAVO et al., 1994;
Hidrogénio, acidos DORER et al., 2016;
Geobacter Proteobacteria Ferrorredugio organicos, compostos LOVLEY etal., 1993;
aromaticos, alcoois MAHADEVAN et al.,
2006)
) (EMDE; SCHINK, [s.d.];
Propionibacterium Actinobacteria Fermentativa AT ETSTE, ILANGEIRIILS BOIIBLAUGS
alcoois, aminoacidos VEGARUD, 1995;
THIERRY et al., 2011)
. . Acidos organicos (BENGELSDORF et al,
Oxobacter Firmicutes Anaerdbia acetogénica alcoois ’ 2015)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=1224&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=1224&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
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Género Filo Respiracio Substratos Referéncias

} . ~ (ALFREIDER; VOGT;
Goutal9 Nitrospirae Sulfatorredugéo Organoclorados BABEL, 2002)

(AULLO et al., 2013;

IRIANNI-RENNO et al.,
Acidos orgénicos, 2016; KNIEMEYER et al.,
Firmicutes lj"erro-, manganés-, sulfato-, alcanos, agﬁcargs, 2007; MORASCH et al.,
Desulfotomaculum (Clostridia) tiossulfato-, sulfitorredugéo, compostos aromaticos, 2004; PARSHINA et al.,
fermentativa acidos graxos de 2005; RIOS-
cadeia longa HERNANDEZ; GIEG;

SUFLITA, 2003; TEBO;
OBRAZTSOVA, 1998)
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Género Filo Respiracio Substratos Referéncias
(MCINERNEY et al.,
Firmicutes ' . - 1981; NARIHIRO et al.,
Syntrophomonas (Clostridia) Anaerdbia acetogénica Acidos graxos 2016; SALVADOR et al.,
2015; WU; LIU; DONG,
2006)
Firmicutes Compostos (MATTHIES et al., 2000;
Anaerovorax .. Fermentativas nitrogenados, VOS et al., 2011)
(Clostridia) .o
aminoacidos
Ferro-, mangands- Acido; orgﬁnicos,. (CHRISOSTOMOS et al.,
Caloramator Firmicutes sulforre duq’ﬁo fermen te’ltivas aminoacidos, alcoois,  1996; OGG; PATEL, 2009;
’ agucares TARLERA et al., 1997)
(KERN; LINGE;
ROTHER, 2015; LUO et
Methanobacterium Euryarchaeota Metanogénica hidrogenotrofica ~ Hidrogénio e formato W ASSEEI%I:“?I{(S]::N il
2000; ZEIKUS; WOLFE,
1972)
(AMIN et al., 2010;
Acidos organicos CHAUHAN; SAMANTA;
Aerébia compostos arométic’os JAIN, 2000; HAMLIN;
Burkholderia Proteobacteria Nitrato- ¢ nitrito,rredugéo alcanos, metil ésteres’ BLOODWORTH;
de éc;dos graxos CARDONA, 2009;
JOHNSON; OLSEN, 1997;
KIM et al., 2003)
.. . Hidrogénio, alcoois,
Desulfurispora ;:C’lltﬁtlrtz’f;) sulzatltl()ﬁ tgﬁiﬁg;g; ¢ éCii(;?j f;?::(sos e (KAKSONEN et al., 2007)



https://pt.wikipedia.org/wiki/Proteobacteria

141

As andlises das amostras do background, realizadas
previamente a liberag@o controlada do diesel B20, revelaram uma maior
diversidade de comunidades microbianas, quando comparadas as
amostras apds a liberagdo do diesel B20 e inicio do tratamento de
bioestimulagdo ativa, contendo principalmente micro-organismos
aerobios (Fimbriimonas spp., Planctomyces spp., Salinispora spp.)
(BAULD; STALEY, 1976; IM et al., 2012; MALDONADO et al.,
2005), facultativos aerdbios (Rhodoplanes spp., Staphylococcus spp.,
Cupriavidus spp., Pseudomonas spp.) (BRUCE et al., 2010; HIRAISHI;
UEDA, 1994; KLOOS, 1980; LIMA; PARKER; MEYER, 2012; SATO
et al., 2006; SHIM et al., 2005; SRINIVAS; SASIKALA; RAMANA,
2014) e nitrato/nitritorredutores  (Candidatus  koribacter  spp.,
Alicyclobacillus spp., Candidatus solibacter spp., Planctomyces spp.)
(BAULD; STALEY, 1976; IMPERIO; VITI; MARRI, 2008;
MIETTINEN et al., 2015; SCHEUNER et al., 2014; WARD et al.,
2009). Apds a liberacdo do B20 e introducdo dos produtos de
remedia¢do, foi observado um aumento substancial da abundancia
relativa de alguns micro-organismos nesses periodos amostrais,
demonstrando que as presencas dos contaminantes e dos produtos de
remediacdo exerceram uma pressdo seletiva sobre a comunidade
microbiana, estimulando o crescimento de géneros especificos que
estiveram envolvidos na degradagdo dos compostos organicos (Figuras
5.16 e 5.17). Essa redugdo da diversidade microbiana e predominancia
de géneros especificos j4 foi observada em outros aquiferos
contaminados com hidrocarbonetos aromaticos (FAHY et al., 2005;
ROONEY-VARGA et al, 1999) e¢ misturas de diesel/biodiesel
(RAMOS et al., 2014).

Diversos fatores influenciam a heterogeneidade espacial e
temporal das comunidades microbianas em aquiferos impactados com
contaminantes organicos, tais como caracteristicas fisico-quimicas,
geologicas e climaticas (ALLEN et al., 2007). Dentre este conjunto de
fatores, a disponibilidade de receptores de elétrons é um fator critico na
determinacdo dos micro-organismos dominantes (KLEINSTEUBER;
SCHLEINITZ; VOGT, 2012; PILLONI et al., 2011). Desta forma, as
diferentes disponibilidades de receptores de elétrons observadas nos
pogos de monitoramento ao longo do tempo, resultaram em relagdes de
dominancia distintas na composi¢do das comunidades microbianas dos
pogos fonte e 1,5m da fonte. Além disso, houve uma variagdo das
concentracdes dos receptores de elétrons ao longo do tempo. Portanto,
para a compreensdo da sucess@o ecoldgica ocorrida na area experimental
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devido a presenca do diesel B20 e dos produtos de remediacdo, foi
realizada a analise dos géneros microbianos predominantes nos pogos
fonte e 1,5m da fonte ao longo do tempo e os processos metabolicos aos
quais estdo associados foram relacionados com as condicdes
geoquimicas prevalescentes no aquifero. As Figuras 5.16 e 5.17
apresentam as variacdes das comunidades microbianas (em nivel de
género) ao longo do tempo para os pogos fonte e 1,5m da fonte,
respectivamente. Para a elaboragdo das figuras foram considerados os
micro-organismos com abundéncia relativa maior ou igual a 1%.

Il Burkholderia
Methanobacterium
Caloramator
Anaerovorax

I Syntrophomonas

B Ciostridium

I WCHB1-05

Il Candidatus Methanoregula

I Pelotomaculum

Il Desuifotomaculum

I Desuifurispora

B Zea
Oxobacter

I Propicnibacterium

Il Geobacter

Il Desuifosporosinus
Salinispora

Il Pseudomonas

I Cupriavidus
Planctomyces

Figura 5.16 Variagoes das comunidades microbianas (em nivel de género)
s Fimbriimonas
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No pogo fonte, em 3 meses de monitoramento, foi observado o
aumento da abundancia relativa das bactérias pertencentes a familia
Peptococcaceae (de 1,5 para 73,4% do total de micro-organismos do
gene 16S rRNA), as quais mantiveram-se predominantes nos eventos
amostrais subsequentes (abundancia relativa de 62,0% e 55,7% do total
de micro-organismos do gene 16S rRNA em 7,4 e 13 meses,
respectivamente) (Figura 5.16). As bactérias da familia Peptococcaceae
sdo sulfatorredutoras, gram-positivas, estritamente anaerobias e
pertencentes ao filo Firmicutes, classe Clostridia. Apesar de serem
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tipicamente sulfatorredutoras, essas bactérias possuem a capacidade de
operar diversas rotas bioquimicas, como fermentagido (AULLO et al.,
2016; IRTANNI-RENNO et al., 2016; KUPPARDT et al., 2014), nitrato
(KUPPARDT et al., 2014) e ferrorredugcdo ((KUNAPULI et al., 2010;
KUPPARDT et al., 2014) e podem atuar em associagdes sintroficas com
outras bactérias ou arqueas metanogénicas (KLEINSTEUBER et al.,
2008; KLEINSTEUBER; SCHLEINITZ; VOGT, 2012; KUPPARDT et
al.,, 2014; LYKIDIS et al., 2011). Diversos estudos demonstraram o
envolvimento dos membros da familia Peptococcaceae na degradacdo
de hidrocarbonetos aromaticos (AULLO et al., 2016; IRIANNI-RENNO
et al, 2016; KLEINSTEUBER et al., 2008; KLEINSTEUBER,;
SCHLEINITZ; VOGT, 2012; KUPPARDT et al., 2014; PILLONI et al.,
2011).

Embora as bactérias da familia Peptococcaceae tenham sido
predominantes durante todo o periodo experimental, foi observada uma
variagdo da abundancia relativa dos membros desta familia presentes no
aquifero  (Desulfosporosinus  spp., Desulfotomaculum  spp. e
Desulfurispora spp.) ao longo do tempo. Na primeira campanha de
monitoramento (3 meses), houve o aumento das espécies do género
Desulfosporosinus (de 0,8 para 55,0% do total de micro-organismos do
gene 16S rRNA), as quais representavam 75% do total de bactérias da
familia Peptococcaceae. As espécies do género Desulfosporosinus
podem utilizar sulfato, sulfito, tiossulfato e Fe(Ill) como receptores de
elétrons (ROBERTSON; FRANZMANN; MEE, 2000) e um amplo
espectro de substratos, desde 4cidos organicos simples até
hidrocarbonetos aromaticos (ABU LABAN et al., 2015; PESTER et al.,
2012; RAMAMOORTHY et al, 2006b; SUN; SUN; CUPPLES,
2014a). Além disso, esse género ¢ comumente encontrado em aquiferos
contaminados com petréleo e seus combustiveis derivados (ALLEN et
al., 2007b; ROBERTSON; FRANZMANN; MEE, 2000), em aguas
impactadas com residuos da atividade de mineragdo (drenagem 4acida de
mina) (KUSEL et al., 2001; PESTER et al., 2012) e em ambientes com
baixo pH (PESTER et al., 2012), fatores que justificam sua abundancia
na fase inicial deste experimento (Figura 5.5).

Concomitantemente ao aumento da abundancia relativa das
espécies do género Desufosporosinus, foram observadas mudangas
geoquimicas e resultados de andlises de qPCR que indicaram a
ocorréncia dos processos de ferro e sulfatorreducdo, conforme explicado
no item 5.2 (Figuras 5.9, 5.10 e 5.11), bem como baixas concentragdes
de hidrocarbonetos aromaticos (Figuras 5.6 e 5.7). Estes resultados
sugerem que Desufosporosinus spp. podem ter sido organismos chave
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na degradacdo do diesel B20 e na manutengdo das baixas concentragdes
de BTEX e HPAs e que diferentes espécies podem ter utilizado tanto o
Fe(IlI) (KUNAPULI et al., 2010; PESTER et al., 2012) como o sulfato
(ALLEN et al., 2007b; PESTER et al., 2012; RAMAMOORTHY et al.,
2006b; SUN; SUN; CUPPLES, 2014a) como receptores de elétrons para
conduzir as reagdes de biodegradagao.

Passados 7,4 meses da liberagdo controlada do diesel B20 e do
inicio do tratamento de bioestimulagdo anaerobia foi observada a
diminui¢do da abundancia relativa das Desufosporosinus spp. (de 55,0
para 8,5% do total de micro-organismos do gene 16S rRNA) e o
aumento da abundancia relativa das bactérias do género Desulfurispora
(de 2,1 para 50,7% do total de micro-organismos do gene 16S rRNA), as
quais representavam 82% do total de micro-organismos da familia
Peptococcaceae. As espécies do género Desulfurispora sdo conhecidas
como sulfatorredutoras, termofilicas, gram-positivas, formadoras de
esporos (KAKSONEN et al., 2007) e sua presenga ja foi observada em
aquifero contaminado com hidrocarbonetos (TISCHER et al., 2013). A
predominancia do género Desulfurispora, coincide com a diminui¢do da
concentrac¢do de sulfato, sugerindo que estes micro-organismos podem
estar fortemente associados a manutencdo das baixas concentragdes de
hidrocarbonetos mono e policiclico aromaticos via sulfatorreducao.

Apbés 13 meses de experimento, os membros da familia
Peptococcaceae (Desulfosporosinus, Desulfotomaculum e
Desulfurispora) se mantiveram predominantes (55,7% do total de
micro-organismos do gene 16S rRNA). Neste mesmo periodo, foi
observado o crescimento das arqueas no experimento, sendo o género
Methanoregula o mais abundante neste periodo (19,3% do total de
micro-organismos do gene 16S rRNA), indicando a ocorréncia do
processo de metanogénese no aquifero, o que coincide com as mudangas
geoquimicas e analises de qPCR que indicam a predominancia dos
processos de sulfatorreducdo e metanogénese neste periodo. A
coexisténcia de bactérias sulfatorredutoras e arqueas metanogénicas em
ambientes subterraneos contaminados por hidrocarbonetos ja foi
anteriormente observada em outros estudos (AULLO et al.,, 2016;
FOWLER et al., 2012, 2014, FOWLER; TOTH; GIEG, 2016) que
sugerem a possibilidade de cooperagdes sintroficas entre estes micro-
organismos.

As espécies do género Methanoregula pertencem a familia
Methanoregulaceae, classe Methanomicrobia, filo Euryarchaeota. Os
membros deste género sdo estritamente anaerdbios, mesofilicos,
obrigatoriamente hidrogenotroficos (BRAUER et al., 2011; YASHIRO
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et al., 2011), porém podem também utilizar o formato como substrato
para a metanogénese (OREN, 2014) e, sdo frequentemente encontrados
em aquiferos contaminados com compostos aromaticos (DOJKA et al.,
1998; FOWLER; TOTH; GIEG, 2016; MACBETH et al., 2004;
WATANABE; KODAMA; KAKU, 2002). Seu crescimento pode ser
inibido por concentracdes significativamente baixas de sulfetos
(BRAUER et al., 2011), assim a estimula¢io conjunta dos processos de
ferro e sulfatorredugdo que ocorreram anteriormente ao estabelecimento
de condigdes metanogénicas, pode ter favorecido o crescimento destes
micro-organismos, uma vez que evitou a presenca de sulfetos no meio
por meio da formagdo do precipitado sulfeto ferroso. Ainda, sabendo
que altas concentragdes de hidrogénio podem causar inibi¢des
termodinanicas ao sistema (DOLFING et al, 2009; KATO;
WATANABE, 2010; RAKOCZY et al., 2011), a presenca destes micro-
organismos hidrogenotroficos pode ter favorecido a completa
mineraliza¢do dos compostos organicos (RAMOS et al., 2014).

Assim como no periodo de 13 meses apos a liberagdo e inicio
do tratamento de remedia¢do, ap6s transcorridos 17,8 meses de
experimento, as mudangas geoquimicas e analises de qPCR indicaram a
predominéncia de micro-organismos sulfatorredutores e de arqueas. Da
mesma forma, as andlises de sequenciamento revelaram a
predomindncia de micro-organismos tipicamente sulfatorredutores
(bactérias pertencentes a familia Peptococcaceae) ¢ de arqueas
metanogénicas (arqueas do género Methanoregula, representando 93%
do total de arqueas). Porém, neste periodo experimental a metanogénese
passou a ser um processo mais significativo, uma vez que foi observada
uma redu¢do na abundancia relativa de bactérias (de 78,5 para 59,7% do
total de micro-organismos do gene 16S rRNA), sendo que 66.5% do
total de bactérias eram pertencentes a familia Peptococcaceae, ¢ um
aumento da abundancia relativa de arqueas (de 21,3 para 39,9% do total
de micro-organismos do gene 16S rRNA). Concomitantemente foi
observada uma concentragio de metano de 15,22 mgL' e uma
diminuicdo das BSR em relagdo aos 13 meses de experimento (de
2,33x10" para 3,9x10° copias de gene.g'), apesar destes micro-
organismos terem seu crescimento sustentado (ainda que em
concentracdo inferior aos 17,8 meses) durante todo o experimento. Ja a
concentracdo de arqueas manteve-se igualmente estimulada do 13° para
o 17,8° més de experimento (de 1,6 x10° para 7,22x10° copias de
gene.g'), demonstrando a ocorréncia de metanogénese nesta etapa do
experimento.
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Outros micro-organismos com papel importante na rapida
degradacdo do diesel B20 e manutencdo de baixas concentragdes de
BTEX e HPAs no pogo fonte foram as bactérias dos géneros
Desulfotomaculum (pertencente a familia Peptococcaceae) e WCHBI-
05. Desulfotomaculum spp. sdo bactérias anaerobias, gram-positivas,
pertencentes ao filo Firmicutes, classe Clostridia e familia
Peptococcaceae, que sdo conhecidas pela sua versatilidade metabolica
demonstrada pela capacidade de respirar em condi¢des sulfato, sulfito e
ferrorredutoras (AULLO et al., 2016), fermentativas (IRIANNI-RENNO
et al., 2016) e estabelecer associagdes sintroficas com outras bactérias
ou arqueas metanogénicas (TAN et al., 2015). Membros do género
Desulfotomaculum apresentam a capacidade de degradar acidos
organicos de cadeia longa (AGCL) (AULLO et al., 2013) e
hidrocarbonetos aromaticos(ABU LABAN et al., 2015; AULLO et al.,
2016; KLEINSTEUBER; SCHLEINITZ; VOGT, 2012; MORASCH et
al., 2004; PARSHINA et al., 2005; WASHER; EDWARDS, 2007). Ja
em 3 meses de experimento foi observado um aumento na abundancia
relativa das Desulfotomaculum spp. (de 0 para 4,6% do total de micro-
organismos do gene 16S rRNA), a qual pode estar relacionada com a
degradacdo dos AGCL ou hidrocarbonetos aromaticos via ferro ou
sulfatorreducdo. Apds 7,4 meses, a abundancia relativa destas bactérias
diminuiu para 2,0% do total de micro-organismos do gene 16S rRNA e,
passados 13 meses de experimento, aumentou para 10,3% do total de
micro-organismos do gene 16S rRNA. Sabendo que as espécies do
género Desulfotomaculum apresentam a capacidade de atuar em
associagdes sintréficas com arqueas metanogénicas (TAN et al., 2015) e
considerando o crescimento das arqueas do género Methanoregula neste
mesmo periodo amostral, estes resultados sugerem que estes micro-
organimos podem estar atuando cooperagdes sintroficas na
biodegradagdo dos contaminantes. Por fim, as bactérias do género
WCHBI-05, pertencentes ao filo Cloroflexi, classe Anaerolineae,
familia Anaerolinaceae, sao micro-organismos que ja foram
encontrados em aquiferos contaminados por hidrocarbonetos (ALLEN
et al.,, 2007a; DOJKA et al., 1998) e em areas de cultivo de arroz
contaminados com DAM (SUN et al., 2015). A presenga destes micro-
organismos em ambientes com elevadas concentragdes de sulfato sugere
que estes podem atuar em condi¢des sulfatorredutoras.



147

Figura 5.17 Variacées das comunidades microbianas (em nivel de género)
no poco localizado a 1,5m da fonte ao longo do tempo
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A realizagdo das analises de sequenciamento de DNA possui
como pré-requisito a utilizacdo de amostras que contenham
concentracdes significativas de DNA (RAMOS, 2013). Como a amostra
do pogo 1,5m, na coleta 4 (referente a 17,8 meses de monitoramento),
ndo continha uma quantidade suficiente de DNA, o que pode ter
ocorrido devido a desnaturagio do DNA durante o transporte ao
laboratério na Franga, ndo foi possivel realizar o sequenciamento
genOmico para este periodo amostral.

No pogo localizado a 1,5m da fonte, em 3 meses de
monitoramento, foi observado o elevado aumento da abundancia relativa
das bactérias do género Geobacter (de 0,6 para 90,6% do total de
micro-organismos do gene 16S rRNA) (Figura 5.17). Os membros do
género Geobacter sdo bactérias anaerdbias, ferrorredutoras, pertencentes
ao filo Proteobacteria, classe Deltaproteobacteria e familia
Geobacteraceae. Espécies do gé€nero Geobacter foram anteriormente
descritas como predominantes em ambientes subsuperficiais em
condi¢des ferrorredutoras (ANDERSON et al., 1998; BOTTON et al.,
2007; LIN; WESTERHOFF; ROLING, 2009) e estas apresentam a
capacidade de degradar hidrocarbonetos aromaticos via ferrorreducgdo
(ANDERSON et al., 1998; BOTTON et al., 2007; LI et al., 2014;
LOVLEY; LONERGAN, 1990; ZHANG et al., 2012). A predominancia
do género Geobacter, o aumento da producdo de Fe(Il) e a diminuicao
da concentragdo de Fe(Ill) (Figuras 5.17 e 5.10) observados até 7,4
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meses de experimento, juntamente a manutencdo de baixas
concentracdes de BTEX e HPAs obtidas ao longo de todo experimento,
indicam que as espécies do género Geobacter foram micro-organismos
chave envolvidos na biodegradacdo dos hidrocarbonetos mono e
policiclicos aromaticos via ferrorredugdo. Além disso, sabendo que em
misturas de diesel/biodiesel o biodiesel é preferencialmente degradado
em relagdo aos hidrocarbonetos aromaticos do diesel (CHIARANDA,
2011; OWSIANIAK et al., 2009; RAMOS et al., 2016), estes resultados
sugerem que Geobacter spp. podem estar envolvidas na degradaggo dos
metil ésteres de acido graxo e/ou acidos graxos de cadeia longa.

Embora as bactérias do género Geobacter possam mineralizar
hidrocarbonetos aromaticos, sua elevada afinidade por acetato indica
que podem também estar ligadas ao consumo desse subproduto de
degradacdo (KLEINSTEUBER; SCHLEINITZ; VOGT, 2012). Neste
sentido, estudos demonstraram o crescimento de Geobacter spp. em
aquiferos contaminados por compostos organicos distintos e
bioestimulados com acetato (LIVERMORE et al., 2013; RAMOS et al.,
2013). Da mesma forma, a bioestimulacdo com acetato de amonio e o
produto recuperado do tratamento da DAM tinha como objetivo a
estimulagdo do crescimento das bactérias do género Geobacter, as quais
foram majoritariamente preponderantes até 7,4 meses de experimento.

Transcorridos 13 meses de experimento, com a diminui¢do do
Fe(Ill) disponivel no pogo localizado a 1,5m da fonte, condigdes
sulfatorredutoras foram estabelecidas na agua subterranea e as bactérias
do género GOUTA 19 passaram a ser as mais abundantes, representando
59,6% do total de micro-organismos do gene 16S rRNA. GOUTA19
spp. sdo batérias pertencentes ao filo Nitrospira, classe Nitrospira e
familia Thermodesulfovibrionaceae. Embora a presenga destas bactérias
ja tenha sido previamente documentada em plantacdes de arroz
contaminadas por DAM (SUN et al., 2015), em uma cavidade de
armazenamento de petroleo (WATANABE; KODAMA; KAKU, 2002),
em um sistema de rotacdo de culturas de arroz e alfafa (LOPES;
MANAIA; NUNES, 2014) e em reatores contendo aguas subterrineas
contaminadas com monoclorobenzeno (ALFREIDER; VOGT; BABEL,
2002), este € o primeiro experimento que apresenta a GOUTAI9 como
um potencial organismo chave na degradagdo de hidrocarbonetos mono
e policiclicos aromaticos. Além disso, estudos demonstram que as
bactérias da familia Thermodesulfovibrionaceae possuem a capacidade
de respirar utilizando sulfato como receptor de elétrons (RABUS;
HANSEN; WIDDEL, 2006; SUN et al., 2015). Assim, a predominancia
do género GOUTAI9, o consumo de sulfato e as baixas concentra¢des
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de hidrocarbonetos mono e policiclicos aromaticos, sugerem que estas
bactérias estejam também envolvidas na biodegradagdo dos BTEX e
HPAs via sulfatorredugdo. Além dos géneros Geobacter e GOUTAIY,
bactérias das espécies do género Desulfuporosinus também foram
abundantes no pogo localizado a 1,5m da fonte. Assim como discutido
anteriormente para o pogo fonte, estes micro-organismos podem estar
envolvidos na degradacdo dos contaminantes via ferro e sulfatorredugao,
uma vez que estiveram presentes ao longo de todo monitoramento.

Em resumo, a presenga do diesel B20 e dos produtos de
remediacdo exerceram uma pressdo seletiva sobre a comunidade
microbiana, estimulando o crescimento de géneros especificos que
estiveram envolvidos na degradacdo dos compostos organicos. As
variagdes nas concentragdes de receptores de elétrons (Fe(Ill) e sulfato)
observadas nos pogos da regido da fonte (pogo fonte e poco localizado a
1,5m da fonte) resultaram na predominancia de diferentes comunidades
microbianas em cada poco de monitoramento. Assim, 0s principais
micro-organismos envolvidos na rapida biodegradagdo do biodiesel e na
manutencao de baixas concentragdes de hidrocarbonetos aromaticos, no
pogo fonte, até 7,4 meses de experimento, foram as bactérias da familia
Peptococcaceae (Desulfosporosinus spp., Desulfotomaculum spp. e
Desulfurispora spp.), as quais atuaram na biodegradacdo dos
contaminates via ferro e sulfatorreducdo. Transcorridos 13 meses, apesar
da manutengdo da elevada abundancia relativa dos micro-organismos da
familia Peptococcaceae, foi observado o crescimento de arqueas do
género  Methanoregula. A  coexisténcia de micro-organismos
tipicamente sulfatorredutores pertencentes a familia Peptococcaceae
(como, por exemplo, as espécies do género Desulfotomaculum) e
arqueas metanogénicas sugere a possibilidade de cooperagdes sintroficas
entre estes micro-organismos. Ja no pogo localizado a 1,5m da fonte, os
micro-organismos chave responsaveis pela rapida degradagdo do diesel
B20, até 7,4 meses, foram as bactérias do género Geobacter e, apds este
periodo, os micro-organismos do género GOUTA19; os quais atuaram
na biodegrada¢do dos compostos organicos via ferro e sulfatorreducéo,
respectivamente.
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6. CONCLUSOES

Neste estudo foi avaliado o potencial da bioestimulagdo
conjunta dos processos de ferro e sulfatorredu¢do na recuperacao de
aguas subterraneas impactadas por misturas de diesel/biodiesel (diesel
B20), por meio da adi¢do de 6xidos de ferro recuperados do tratamento
da DAM e acetato de amdnio. Baseando-se nos resultados e discussoes
aqui apresentados, as seguintes conclusdes foram formuladas:

¢ A introdugdo de oxidos de ferro recuperados do tratamento da
DAM em 4gua subterranea impactada com diesel B20 resultou no
fornecimento de receptores de elétrons alternativos, os quais
repercutiram no estabelecimento de condigdes ferro e sulfatorredutoras.
Ja na primeira campanha de monitoramento, elevadas concentra¢des de
Fe(III) e sulfato foram observadas quando comparadas ao background, o
que indica que o produto ¢ uma eficiente fonte alternativa de 6xido-
hidroxido de ferro (Fe(Ill)) e sulfato. Como consequéncia, foi observado
o aumento das concentracoes de Fe(Il), metabolito da ferrorreducao, e
aumento das concentracdo de micro-organimos especificos envolvidos
nos processos de ferro e sulfatorreducdo. Assim, o uso deste produto na
remediacdo de aguas subterrdneas representa uma solucdo sustentavel
para recuperacao de areas impactadas por misturas de biocombustiveis e
derivados de petrdleo.

e A adigdo de acetato de amonio como substrato prontamente
assimilavel pelos micro-organimos, juntamente com o fornecimento de
receptores de elétrons alternativos (6xido-hidroxido de ferro e sulfato),
em agua subterrinea contaminada com diesel B20 estimulou o rapido
crescimento de micro-organismos especificos capazes de oxidar o
biodiesel e os hidrocarbonetos aromaticos do diesel via ferro e
sulfatorreducéo.

e A Dbioestimulagdo conjunta dos processos de ferro e
sulfatorreducdo acelerou a biodegradagdo do diesel B20, resultando em
baixas concentragdes dissolvidas de BTEX e HPAs ao longo de todo
periodo experimental, quando comparada a atenuagdo natural
monitorada (ANM). Como resultado, transcorrido apenas 1 ano desde o
inicio da liberagdo controlada do combustivel, as concentragdes de
tolueno, etilbenzeno, xilenos e naftaleno estavam de acordo com as
exigéncias dos 6rgdos ambientais no experimento de bioestimula¢do
ativa, enquanto na ANM, as exigéncias legais ndo foram alcangadas
mesmo apos 5,3 anos, exceto para o naftaleno.
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e Além dos beneficios observados na zona saturada do aquifero, a
adicdo de oxidos de ferro recuperados da DAM e acetato de amonio
acelerou a degradagao dos hidrocarbonetos aromaticos presentes na fase
NAPL (fase livre), quando comparado & ANM. Assim, resultados das
analises da concentragdo de BTEX ¢ HPAs em amostra de solo, na
regido da fonte de contaminagdo, mostraram que no experimento de
ANM, passados mais de 8 anos da libera¢do controlada do diesel B20,
as concentragdes de hidrocarbonetos mono e policiclicos aromaticos
eram 2 a 3 vezes mais elevadas que no experimento de bioestimulacao,
apods apenas 2,6 anos.

e Os principais micro-organismos envolvidos na rapida
biodegradagdo do biodiesel e na manutencdo de baixas concentragdes de
hidrocarbonetos aromaticos, no pogo fonte, foram as bactérias da familia
Peptococcaceae (géneros: Desulfosporosinus spp., Desulfotomaculum
spp. € Desulfurispora spp.), conjuntamente a arquea Methanoregula
spp., apos 13 meses de experimento; enquanto no pogo localizado a
1,5m da fonte, os micro-organismos chave responsaveis pela rapida
degradacdo do diesel B20 foram as bactérias dos géneros Geobacter e
GOUTAI9.

As conclusdes apresentadas demonstram que a hipdtese
formulada nesta tese foi confirmada, visto que adicdo de 6xidos de ferro
recuperados do tratamento da DAM e acetato de amoénio em aguas
subterrdneas impactadas com diesel B20 estimularam o estabelecimento
de condigdes ferro e sulfatorredutoras no ambiente subsuperficial, o que
resultou na rapida biodegradacdo do biodiesel e acelerou a
biodegradagdo dos hidrocabonetos aromaticos, culminando em baixas
concentracdes dissolvidas de BTEX e HPAs ao longo de todo periodo
experimental. Portanto, a aplicagdo do produto recuperado do tratamento
da DAM e acetato de amodnio, com o intuito de promover a
bioestimulagdo conjunta dos processos de ferro e sulfatorreducao, ¢ uma
abordagem adequada para a remediagdo de A4guas subterraneas
contaminadas com diesel B20, promovendo a rapida biodegradacdo dos
contaminantes por meio do uso de um produto sustentdvel e de baixo
custo.
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7. RECOMENDACOES

A partir das conclusdes obtidas neste estudo, recomenda-se:

e A continuidade do monitoramento do experimento de campo a
fim de acompanhar as mudancas geoquimicas ¢ microbiologicas
ocorridas até a completa atenuacdo dos hidrocarbonetos aromaticos
presentes no diesel B20;

e A realizagdo de andlises de sequenciamento de DNA
microbiano no experimento de atenuag@o natural monitorada com o
intuito de comparar os principais micro-organismos envolvidos na
biodegradacdo natural do diesel B20 e os micro-organismos
responsaveis pela rapida degradagdo do diesel B20 na bioestimulagdo
conjunta dos processos de ferro e sulfatorredugao;

e A execu¢do de andlises transcriptdmicas, com o objetivo de
determinar os genes expressos ao longo do experimento, podendo assim
avaliar as fungdes metabolicas que foram efetivamente desempenhadas
pelos micro-organismos envolvidos na biodegradacdo do diesel B20;

e A execucdo de andlises metabolomicas, com o objetivo de
determinar as rotas de degradacdo operadas pelos micro-organismos
envolvidos na biodegradacao do diesel B20;

e A realizagdo de ensaios de toxicidade aguda, com o intuito de
avaliar os efeitos sinérgicos da a¢do dos contaminantes sobre
organismos aqudticos, bem como o comportamento da varidvel
toxicidade aguda ao longo do tempo;

e A avaliagdo dos produtos secundérios formados durante os
processos de ferro e sulfatorreducdo, a fim de obter informacgdes mais
detalhadas sobre as transformagdes geoquimicas ocorridas no aquifero
por meio da bioestimulacdo combinada dos processos de ferro e
sulfatorreducao.
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APENDICE A - Modelo Energético de Biodegradacao

O modelo energético de McCarty (1969) ¢ baseado na
termodindmica classica ¢ envolve duas rea¢des basicas, uma para a
producdo de energia para o crescimento e manuten¢cdo dos micro-
organismos e outra para a sintese celular, assim, a energia livre liberada
na reagdo ¢ utilizada para estimar a produgdo de biomassa e a taxa de
utilizacdo maxima da espécie para um determinado substrato e receptor
final de elétrons (RITTMANN e MCCARTY, 2001). Desta forma, a
equagdo estequiométrica geral (Equacdo A.1) é formada por trés meias-
reagdes: a do doador de elétrons (Ry), a do receptor de elétrons (R;) e a
da reacdo de sintese celular bacteriana (R.). As meias rea¢des Ry, R; e R
podem ser observadas na Tabela A.1.

R=f.R, +fR.-Ry Equagao A.1

Onde f; representa a fragdo do doador de elétrons que ¢ transferida para
o receptor de elétrons (producdo de energia) e f; representa a parte do
doador de elétrons destinada a formacdo das células microbianas
(sintese celular). A soma de f; e f; ¢ igual a 1. Para a determinagéo de f; e
f. € necessario que seja calculado, anteriormente, o A, que representa o
equivalente do elétron doador usado para produzir energia por
equivalente de células formadas. O Termo A ¢ representado
matematicamente pela Equacdo A.2.

AG, N AG,,
A=——£___ & | FEquagio A2

¢ AG,

Onde AGp ¢ a energia requerida para converter a fonte de carbono para
um composto intermedidrio (piruvato) e é calculado como a diferenca
entre a energia livre da meia-reagdo do piruvato e da fonte de carbono.
Quando o AGp positivo, energia ¢ requerida para a conversdo do
carbono em piruvato ¢ o n = +1,0. Quando o AGp ¢ negativo, energia ¢é
obtida para a conversdo da fonte de carbono a piruvato ¢ o n= -1,0.
AGpc ¢ a energia necessdria para converter o intermedidrio da fonte de
carbono e a fonte de nitrogénio dentro do material celular. Quando a
fonte de nitrogénio é amonia, o valor de AGpc ¢é 18,8 klJ/e" eq. O AGré a
energia livre liberada por equivalente de elétrons doador convertido a
energia. Parte da energia ¢ perdida nas transferéncias de elétrons.
Portanto, para expressar esta perda, ¢ utilizado o termo (g) que
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representa a eficiéncia de transferéncia de energia. O valor
habitualmente adotado para ¢ ¢ de 0,6 (RITTMANN & McCARTY,

2001).



195

Tabela A.1: Meias-reacoes de formacao de células (Rc), receptores de elétrons (Rr) e doadores de elétrons (Rd)

AG’
MEIAS-REACOES (KJ por elétron
equivalente)
Reacéo para a sintese celular bacteriana (R,)
Amonia como fonte de nitrogénio 1.8
1/5 CO, + 1/20HCO; + 1/20NH,," + H' + & = 1/20 CsH,0,N + 9/20 H,0 ’
Reacao para os receptores de elétrons (R,)
Ferro (Fe(III))
Fe'' +&=Fe’' -74,27
Sulfato 20.85
1/8 SO+ 19/16 H + & =1/16 H,S + 1/16 HS + 1/2 H,0 ’
Reacdo para os doadores de elétrons (Ry)
Doadores organicos (Reagdes heterotroficas)
Benzeno
1/5C0O, + H + &=1/30 C4H, + 2/5 H,0® 26,67
Naftaleno
5/24CO, + H" + & =1/48 C,(Hg + 5/12 H,O® 29,39
Palmitato
15/92 CO, + 1/92 HCO; + H' + & = 1/92 CH;(CH,),,CO00™ + 31/92 H,0 27,26
Acetato
1/8 CO, + 1/8 HCO; + H' + & = 1/8 CH;COO™ + 3/8 H,0 27,40
Piruvato
1/5 CO, + 1/10 HCO5 + H" + & = 1/10 CH;COCOO™ + 2/5 H,0 35,09

Fonte: (RITTMANN e MCCARTY, 2001; WIEDEMEIER et al.,1998%
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A seguir sdo apresentados os céalculos para obtengao das
equagoes estequiométricas de Mccarty utilizadas neste trabalho.

Benzeno via ferrorreducao

AGP = AGO(piruvato) - AGo(benZeno)
AG,= 35,09 -26,67
AG, = 8,42 Kl/e eq.

AG; = AG’ ey - AG benzeno)
AG,=-74,27 — 26,67
AG;=-100,94 KJ/e eq.

Assim, sabendo que € = 0,6 e n = +1,0 (AG,, positivo),

AG, AG,
n +
A=—-€ &
€ AG,
_ ~ (8,42/0,6)+(18,8/0,6) 075
0,6(-100,94)
f=—t o5
Col+d

Como, f, + f,=1, entdo f,=0,43

De posse dos valores de fe e fs pode-se obter a reagdo geral através da
seguinte equacao:

R=fR, +fR.-Ry
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iR, 043 Fe*" + 0,43 ¢ — 0,43 Fe*"
f.R. 0,114 CO, + 0,028 HCO; + 0,028 NH," + 0,57 H" + 0,57 ¢ —
0,028 CsH;0,N + 0,26 H,O

-R;0,033 C4Hg + 0,42 H,O — 0,20 CO, + H + ¢

R: 0,033 C¢Hg + 0,43 Fe’™ + 0,028 HCO5 + 0,028 NH, + 043 H' +
0,16 H,0 — 0,028 CsH,0,N + 0,43 Fe*" + 0,086 CO,

Reacio geral de biodegradacio do benzeno via ferrorreducio:

C¢Hg + 13,03 Fe** +0,85 HCO; + 0,85 NH," + 13,03 H" + 4,85 H,0
— 0,85 CsH,O,N + 13,03 Fe** + 2,61 CO,

Naftaleno via ferrorreducio

AGp = A(}O(piruvato) - A(}o(naﬁa]eno)
AG,= 35,09 - 29,39
AG,=5,7Kl/e eq.

AG, = AGO(Fe(HI)) - AGO(naﬁaleno)
AG,=-74,27 - 29,39
AG,;=-103,66 KJ/e eq.

Assim, sabendo que € = 0,6 e n = +1,0 (AG,, positivo),

AGP AG[)(‘

_ (57/0,6)+(188/0,6)

- 0,66
0,6(~103,66)

Como, f, + f;=1, entdo f,=0,4
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De posse dos valores de fe e fs pode-se obter a reacdo geral através da
seguinte equagao:

R=fR, +fR.-Ry

f.R, 0,40 Fe*" + 0,40 ¢ — 0,4 Fe**
f.R. 0,12 CO, + 0,03 HCO; + 0,03 NH,"+ 0,6 H + 0,6 ¢ — 0,03
CsH;0,N + 0,27 H,0

-R;0,02 CyoHg + 0,42 H,O — 0,21 CO, +H' + ¢

R: 0,02 C;oHg + 0,40 Fe’" + 0,03 HCO5 + 0,03 NH, + 0,4 H + 0,15
H,0 — 0,03 CsH,0,N + 0,4 Fe*" + 0,09 CO,

Reacéo geral de biodegradacio do naftaleno via ferrorreducio:

CoHs + 20 Fe*" +1,50 HCO; + 1,50 NH," + 20 H" + 7,50 H,0 —>
1,50 CsH,O,N + 20 Fe** + 4,50 CO,

Palmitato via ferrorreducio

AGp = AGO(piruvato) - AGO(palmitatO)
AG,=35,09 -27,26
AG, =783 Kl/e eq.

AG; = AG (i) - AG patmitato)
AG,=-74,27—-27,26
AG, =-101,53 KJ/e" eq.

Assim, sabendo que € = 0,6 e n = +1,0 (AG,, positivo),

AG, . AG,,

n

& £
& AG

r

_(7.83/0,6)+(188/0,6) _

- 0,73
0,6(~101,53)
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1
=——=0,58
/. 1+ 4

Como, f, +f,=1, entdo f,=0,42

De posse dos valores de fe e fs pode-se obter a reagdo geral através da
seguinte equagdo:

R=fR, +fR.-Ry

iR, 042 Fe*" + 0,42 ¢ — 0,42 Fe*"
f:R. 0,116 CO, + 0,029 HCOy + 0,029 NH," + 0,58 H" + 0,58 ¢ —
0,029 CsH,0,N + 0,26 H,0

- R; 0,011 CH3(CH,);4CO0™ + 0,337 H,0—> 0,789 CO, + 0,011 HCOy
+0,011 H +e~

R: 0,011 CH5(CH,);4COO + 0,42 Fe’ + 0,018 HCO; + 0,029 NH, +
0,42 H" + 0,076 H,O — 0,029 CsH,0,N + 0,42 Fe*" + 0,673 CO,

Reacdo geral de biodegradacio do palmitato via ferrorreducio:

CH;(CH,)1,COO" + 38,18 Fe'" +1,64 HCO; + 2,64 NH," + 38,18 H"
+6,91 H,O — 2,64 CsH;0,N + 38,18 Fe** + 61,18 CO,

Acetato via ferrorreducao

AG,, = AG piruvato) - AG (acctato)
AGy= 35,09 - 27,40
AG, =7,69 Kl/e eq.

AG, = AGO(Fe(IH)) - AGO(acetato)
AG,=-74,27 - 27,40
AG;=-101,67 KJ/e eq.

Assim, sabendo que € = 0,6 e n = +1,0 (AG,, positivo),
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AG, AG,
— _3’[75
€ AG,
e (7,69/0,6)+(18,8/0,6) _ 072
0,6(~101,67)
r=—1 o5
ol+d

Como, f, +f,=1, entdo f,=0,42

De posse dos valores de fe e fs pode-se obter a reagdo geral através da
seguinte equagao:

R=fR, +fR. -Ry

fiR, 0,42 Fe’ + 042 ¢ — 0,42 Fe*
fiR. 0,116 CO, + 0,029 HCOy + 0,029 NH," + 0,58 H" + 0,58 ¢ >
0,029 CsH;0,N + 0,26 H,O

- R; 0,125 CH;COO + 0,375 H,0— 0,125 CO, + 0,125 HCO; + H" +
(§

R: 0,125 CH;COO™ + 0,42 Fe** + 0,029 NH, + 0,42 H + 0,114 H,0 —
0,029 CsH,0,N + 0,42 Fe*" + 0,009 CO, + 0,096 HCO;’

Reacio geral de biodegradac¢ao do acetato via ferrorreducéo:

CH;COO ™ + 3,36 Fe** + 0,23 NH," + 3,36 H" + 0,91 H,O — 0,23
CsH,0,N + 3,36 Fe** + 0,07 CO, + 0,77 HCO;
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APENDICE B - Cilculos Elaborados para Quantificacio de Micro-
Organismos na Curva de Calibracio e nas Amostras de Agua
subterrinea

Para a construgdo da curva de calibragdo, aliquotas de DNA
microbiano padrdo foram diluidas em série (de 10™" até 10°) e, foram
plotados em um grafico a concentragdo (copias de gene.uL™) e os
valores de CT (cycle threshold) correspondentes até a obtengdo da
equacdo da reta. Para tanto, foi utilizada a equagdo proposta por DaSilva
e Alvarez (2004), na qual sdo consideradas as seguintes hipdteses: 1) o
conjunto de iniciadores e sondas ¢ compativel com a sequéncia de genes
alvo existente em qualquer micro-organismo que contenha esta
informagdo genética (nfo somente nas cepas padrdo utilizadas); ii) o
tamanho aproximado do genoma, em milhdes de pares de base (Mpb),
da cepa padrio utilizada deve ser consultado; iii)) em virtude da
diversidade genética microbiana encontrada em amostras ambientais, foi
necessario padronizar que 9,1257 10" pares de bases (pb) estdo
presentes em cada pg de DNA (conforme observado no genoma de
Escherichia coli); iv) e que ha um determinado numero de copias de
gene por genoma de cada cepa padrao. Deste modo, utilizou-se a
equacao apresentada a seguir:

~ ~ (K8
Cépias de gene __ <C0ncentraz;ao de DNA padrao (ﬁ)) (9.1257 X 10 14bp) (cépias de gene)

L Mpb ) ug de DNA
genoma.

Tamanho da cepa ( genoma

As caracteristicas gendmicas (concentragdo de DNA, tamanho
da cepa e copias por genoma) dos micro-organismos padrao utilizados
na constru¢do das curvas de calibragdo estdo apresentadas na Tabela
A.2. Os dados usados foram obtidos de bancos de dandos disponiveis no
NCBI (National Center for Biotechnology Information) e na
Universidade de Michigan (http://rrndb.mmg.msu.edu/search.php).
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Tabela A.2: Caracteristicas gendmicas dos micro-organismos padrio
utilizados na construciio das curvas de calibracio

Concentracio T ho d Copias de
Micro-organismo de DNA c:n;aleo b)a gene por
(pg.pL'l) P P genoma
Pseudofnonas 0.1095 6.6 4
aeruginosa
Geobacter 0,1095 4,01 2
metallireducens
Metha.nococ'f'us 0.1095 1.8 3
maripaludis

De posse do niimero de copias de gene por pL. de amostra, foi
utilizada a equagdo abaixo para a determina¢do do niimero de copias de

gene por grama de solidos suspensos totais (SST) de 4gua subterranea,

considerando a massa de SST retira no filtro. Nesta equacdo, o niimero

de copias de gene.uL™” foi dividido pelo volume de DNA utilizado para
realizar a PCR (2 pL de DNA), entdo, foi multiplicado pelo volume de

DNA obtido em cada amostra apos a extragdo do DNA (100 pL) e, por

fim, foi dividido pela quantidade de massa seca retida no filtro,

resultando no numero de copias de gene por grama de SST (copias de

gene.g”') (GUIMARAES, 2011).

copias de gene (Cépias de gene) ( reacgdo ) (IOOuL de DNA por filtro)

g reagao 2uL de DNA g DNA por filtro
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DIVISAO QUIMICA P & D

ESPECIFICACAO TECNICA Goetita em pé
COMPOSICAO QUIMICA DA AMOSTRA
ELEMENTOS TEOR (%) ELEMENTOS TEOR (%)

ALO3 0.69 B>0s -
CaO 3.64 Li,O -
Fe,0s 78,29 BaO 0,25
K.0 <0,05 Co0,0, <0.1
MO 0,11 Cry0; <0,1
MnO 0.10 PbO <0.1
Na,O 0,34 SrO <0.1
P05 <0,05 ZnO 0.31
Si0, 0,97 ZrO,+HfO, <0.1
TiO, <0,05 Perda fogo 13,53

Elementos Majoritdrios: Fe

Elementos em pequeno percentual: S, Ca, Zn

Elementos tragos: Na, Al, Si, Cl, K, Mn, Co, Ni

Dp < 1,0mm

Eng. Leonardo Casaril
(48) 3463 8000

SEDE: Av. Presidente Juscelino, 715 — Caixa Postal 341 — Fone: (48) 3431 3100 — Fax: (48) 3437 0479 - End. Telegrdfico: “CRICIUMINA™
Z-mai! cri. @ carbocri.com.br — CEP: 88810-200 — CRICIUMA - Santa Catarina

E-mai

UNIDADE MINEIRA: Rua Nereu Beloli, 44 - Fone/fax: (48) 3463 8000 - CEP: 88.850-000 - FORQUILHINHA - Santa Catarina
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ANEXO B - Laudo da Anz’tlise,de Sulfato do Produto Recuperado
do Tratamento da Drenagem Acida de Mina

" , Central
g de

oy
= 2 Anélises i L{l i i
I

Resultado n™ 135/201¢
Interessado. REMA - Nucleo Ressacada de Pesquisas em Meio Ambiente
Produto: Sulfato
RESULTADOS DE ANALISES
Parametros Unideds | ‘valor [ Metodologia RS
Sulfatos totais (meio aquoso 1.73 l Gravimetria
Obs 1 - Os procedimentos de strage: am realizados pelo cliente
12nopoiis 6
St A" mic De 0 -]
RQ/XI 0078




ANEXO C - Caracterizacao do Biodiesel

voy.y PETROLEO BRASILEIRO S.A.
m PETROBRAS i

BOLETIM DE ENSAIO
Certificado de Ensaio: 0097-13 G

Local: TQ -53943012 Namero da Amostra: 195152

Tipo: COMPOSTA DE UM UNICO TANQUE Data/Hora do recebimento:  30/06/2013 09:11:00

Finalidade: VENDA NACIONAL Data/Hora da amostragem:  30/06/2013 09:10:00

Executante: UPBQ - UNIDADE DE PRODUCAQ DE BIODIESELDE  Solicitante: UPBQ - UNIDADE DE PRODUCAO DE BIODIESEL DE
QUIXADA QUIXADA

Produto: 9AY - BIODIESEL B100

Caracteristica Método Result. Und. Esp

ASPECTO VIS 000 Lt (] T
MASSA ESPECIFICAA 20 GC D 4052 8775 kgim3 G T
VISCOSIDADE CINEMATICA A 40 GC D445 4,367 mm2ls G T
TEOR DE AGUA D 6304 237 mglkg G T
'CONTAMINACAO TOTAL EN 12662 141 mg/kg G T
PONTO DE FULGOR D93 168,5 grau C G T
TEOR DE ESTER EN 14103 99,1 %massa G T
RESIDUO DE CARBONO (METODO MICRO) D 4530 0,00 % massa G T
CINZAS SULFATADA NBR 6294 <0,005 % massa (c] T
ENXOFRE TOTAL D 5453 16 mglkg G T
TEOR DE SODIO+POTASSIO - NA*K. NBR 15556 <05 mglkg G T
TEOR DE CALCIO+MAGNESIO - CA+MG NBR 15553 <1,0 mglkg G T
TEOR DE FOSFORO - P NBR 15553 V) malkg G T
CORROSIVIDADE AO COBRE 3H 50 GC D 130 1A G T
PONTO DE ENTUPIMENTO D 6371 3 grauC G i
INDICE DE ACIDEZ TOTAL D 664 0.14 mgKOHg G T
GLICERINA LIVRE D 6584 0.011 % massa G T
GLICERINA TOTAL D 6584 0,178 % massa G T
TEOR DE MONOGLICERIDEOS D 6584 0,499 %massa G T
TEOR DE DIGLICERIDEOS D 6584 0,154 % massa ] T
TEOR DE TRIGLICERIDEOS D 6584 0,142 % massa G T
INDICE DE I0D0 EN 14111 89,4 g/100g G T
ESTABILIDADE OXIDACAO A 110 GRAU CELSIUS EN 14112 108 h G T
NOTAS:

Produto especificado na(s) caracteristica(s) avaliada(s).

Comentario da Amostra:
TANQUE:3012 VOLUME:1031m3
LOTE: PBIOQX240627061312

SEQUENCIA NO ANO.:50/2013

LACRES AT:056848/056849

MATERIAL GRAXO0:66% DENDE; 34% SOJA
DATA DA PRODUGAO:Z:I.UGJS A27.06.13
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Os resultados deste boletim referem-se 4 amostra acima indicada, sendo sua circulagio Responsavel:
restrita 2 PETROBRAS e PROPRIETARIO DO PRODUTO TASSIO LESSA DO NASCIMENTO
CRQ: 104000053 10° REGIAQ

Data de Emiss&io: 12/07/2013 13:57:26 , por ANTONIO CARLOS SOUSA DE ALMEIDA Pagina 111



