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RESUMO

Em caso de acidentes envolvendo a liberacdo de biodiesel puro ou de
misturas diesel/biodiesel no meio ambiente, pouco se sabe sobre os reais
impactos da intera¢do destes combustiveis com o solo ¢ a agua subterranea.
A fim de se avaliar as alteragdes biogeoquimicas que ocorrem com a
degradacgao de diferentes volumes de biodiesel na agua subterrdnea ¢ como
estes volumes podem influenciar a degradagdo dos principais compostos
aromaticos em misturas diesel/biodiesel, 100 litros de biodiesel puro de soja
(B100) e 100 litros da mistura B20 (20% em volume do biodiesel metilico
derivado de o6leo de soja e 80% em volume de diesel fossil) foram liberados
na agua subterranea, em dois experimentos de campo controlados
independentes, desenvolvidos na Fazenda Experimental da Ressacada, em
Floriandpolis, SC, Brasil. O monitoramento das plumas de compostos
dissolvidos e subprodutos metabdlicos foi realizado durante 29 meses. No
experimento com o maior volume de biodiesel de soja (100 litros) foram
observadas concentragdes de acetato na dgua subterrdnea de até 120 mg.L™
e de metano de até 10 mglL’ durante os dois primeiros anos de
monitoramento. No experimento com o menor volume de biodiesel (20
litros), ao contrario, baixas concentragdes de acetato (maxima de 9 mg.L™") e
altas concentragdes de metano (méxima de 28 mg.L™) foram detectadas
durante o mesmo periodo. O actimulo de acetato gerado pelo maior volume
de biodiesel limitou, portanto, o desenvolvimento da metanogénese no
meio. No experimento com a mistura diesel/biodiesel, altas concentragdes
dos compostos mono e policiclicos aromaticos constituintes do diesel fossil
foram detectadas durante todo o periodo de monitoramento do experimento.
Os resultados obtidos sugeriram que o biodiesel de soja dificultou a
biodegradacdo dos hidrocarbonetos aromaticos. Isso teria ocorrido tanto
pelo esgotamento acelerado dos receptores de elétrons disponiveis no meio,
quanto pela degradagdo preferencial desta fonte de carbono pelos micro-
organismos nativos. Na presenga de um volume maior de biodiesel, além
destes fatores, o excesso de subprodutos da biodegradagdo do biodiesel
acumulados no meio poderia limitar termodinamicamente a degradacdo dos
compostos aromaticos. Com bases nestes resultados, as tecnologias para
remediacdo de ambientes subterraneos contaminados com misturas de
diesel/biodiesel devem priorizar a rapida remoc¢do da matéria mais
facilmente biodegradavel através da inducdo de processos metabolicos
redutores e da manutenc¢do de concentragdes ndo limitantes de subprodutos
metabolicos no meio.

Palavras-chave: Biodiesel. Diesel. Biorremediagdo. Aguas subterraneas.






ABSTRACT

In case of accidents involving the release of pure soy biodiesel or
diesel/biodiesel blends in the environment, little is known about the real
impacts of the interaction of these fuels with soil and groundwater. In
order to evaluate the biogeochemical changes that occur with the
degradation of different volumes of biodiesel in groundwater and how
those volumes can influence the degradation of aromatic compounds in
diesel/biodiesel mixtures, two independent and controlled field
experiments were conducted at the Ressacada Experimental Site, in
Florianopolis, Brazil. In one of them, 100 liters of pure soy biodiesel
(B100) were released into groundwater, and in the other, 100 liters of
the B20 mixture (20% in volume of methylic biodiesel derived from soy
oil and 80% in volume of fossil diesel). The monitoring of the dissolved
compounds and metabolic byproducts plumes was conducted for 29
months. In the experiment with the largest biodiesel volume (100 liters),
acetate concentrations observed in groundwater were up to 120 mg.L'1
and methane up to 10 mg.L™" during the first two years of monitoring. In
contrast, in the experiment with the smallest amount of biodiesel (20
liters), low acetate concentrations (maximum 9 mgL™) and high
methane concentrations (maximum 28 mg L) were detected during the
same period. Thus, acetate accumulation caused by the largest biodiesel
volume limited the development of methanogenesis in groundwater. In
the experiment with diesel/biodiesel mixture, high concentrations of
mono and polycyclic aromatic compounds of fossil diesel were detected
during the entire monitoring period. The results suggested that soy
biodiesel hindered aromatic hydrocarbons biodegradation. This would
have been caused by both the accelerated depletion of electron acceptors
available in the environment and by preferential degradation of biodiesel
by indigenous microorganisms. Also, in the presence of a greater
volume of biodiesel, the accumulation of biodiesel biodegradation
byproducts could thermodynamically limit the degradation of aromatic
compounds. On the basis of such results, technologies for remediation of
contaminated groundwater with diesel/biodiesel blends should target the
rapid removal of the more easily biodegradable material. This can be
accomplished by the induction of reductive biodegradation processes
and by the maintenance of non-limiting concentrations of metabolic
byproducts in the environment.

Keywords: Biodiesel. Diesel. Bioremediation. Groundwater.
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1. INTRODUCAO

A crescente demanda mundial de energia, a crise no fornecimento
de 6leo mineral e a vigéncia do Protocolo de Kyoto, reascenderam a
necessidade por fontes alternativas de energia. A implementacdo do uso
de biocombustiveis, como o biodiesel, no setor de transportes foi uma
das solugdes encontradas para diminuir a dependéncia do uso do 6leo
fossil e a poluicdo atmosférica gerada pelos gases formados durante a
queima do combustivel mineral. No Brasil, desde janeiro de 2005, o
Governo passou a autorizar a adicdo de biodiesel ao diesel comercial
brasileiro numa fragdo de 2% em volume. A obrigatoriedade de se
cumprir, no minimo, esse percentual teve inicio a partir de janeiro de
2008 (BRASIL, 2005). Em julho de 2008, o percentual obrigatério
passou a ser de 3%, segundo decisdo do Conselho Nacional de Politica
Energética (BRASIL, 2008) e, desde janeiro de 2010, um maximo de
5% tem sido obrigatorio (BRASIL, 2009). Além do Brasil, os paises da
Unido Européia tém discutido um plano para elevar em 10%, até 2020, a
cota obrigatéria de biocombustivel que a gasolina e o diesel devem
conter (UNIAO EUROPEIA, 2007). Na Alemanha, a Associacio da
Industria Automotiva Alema (VDA) instituiu, em fevereiro de 2006, a
mistura voluntdria de 10% de biocombustiveis para motores a diesel e
gasolina (BIODIESEL BR, 2008).

O biodiesel ¢ definido, segundo a Lei n® 11.097, de 13 de
setembro de 2005, como um “biocombustivel derivado de biomassa
renovavel para uso em motores a combustdo interna com igni¢do por
compressdo ou, conforme regulamento, para geragdo de outro tipo de
energia, que possa substituir parcial ou totalmente combustiveis de
origem fossil” (BRASIL, 2005). Dentre as espécies de plantas
oleaginosas estudadas para a producdo nacional de biodiesel estdo a
soja, o girassol, a mamona, o milho, o pinhdo-manso, o caro¢o de
algoddo, a canola, o babacu, o buriti, o dendé, o amendoim, além de
outras potencialmente viaveis (PARENTE, 2003; RAMOS et al., 2003).
Uma andlise do Programa Nacional de Produgdo e Uso do Biodiesel
(PNPB) revelou que a cultura da soja tem sido, at¢é o momento, o
sustentaculo de boa parte da produgdo nacional de biodiesel. Dada a
grandeza do agronegocio da soja no mercado brasileiro, essa oleaginosa
apresenta a escala necessaria para atender as metas do PNPB
(CAMARA, 2006). Estima-se que a soja responda por 90% da base de
produgdo de biodiesel. A mamona, ao contrario, defendida pelo governo
como alternativa ideal para a insercdo da agricultura familiar na cadeia



de produgdo de biodiesel, tem sido descartada pela maioria dos
fabricantes deste biocombustivel, uma vez que a Agéncia Nacional do
Petroleo (ANP) considera a viscosidade desta oleaginosa impropria para
a producdo de combustivel sem a adigdo do 6leo de outras matérias-
primas (ANP, 2008).

Uma vez que ¢ obtido a partir de 6leos vegetais, ou até mesmo de
gorduras animais, o biodiesel apresenta as vantagens de ser renovavel e
mais biodegradavel em relagdo aos combustiveis de origem fossil
(ZHANG et al., 1998; LEUNG et al., 2005, DEMELLO et al, 2007,
PRINCE et al.,, 2008). Desta forma, a produ¢do de biodiesel tem
crescido no Brasil e no mundo. A producdo em larga escala, no entanto,
traz consigo riscos de acidentes envolvendo a libera¢do deste produto no
meio ambiente. Atualmente, ndo ha disponibilidade de pesquisas
cientificas em escala real sobre os impactos decorrentes da interagdo do
biodiesel com o solo e a agua subterrdnea no caso de eventuais
derramamentos no ambiente. Além disso, hd uma grande tendéncia de
que estes combustiveis alternativos estejam armazenados proximos aos
combustiveis fosseis, ou misturados a eles no caso de sistemas de
distribui¢do (ex. postos de abastecimento), e, em caso de acidentes, os
impactos devido a inter-relagdo destas misturas no ambiente
subsuperficial ainda sdo desconhecidos.

Estudos desenvolvidos em escala de laboratdrio mostraram que o
biodiesel puro (B100) degrada aerobiamente muito mais rapido do que o
diesel fossil em ambiente marinho. E que, sob estas mesmas condigdes,
em misturas diesel/biodiesel, os micro-organismos usam o biodiesel
como fonte de energia para promover a biodegradagdo do diesel,
metabolizando os ésteres do biodiesel e os hidrocarbonetos alifaticos do
diesel a0 mesmo tempo e, aproximadamente, nas mesmas razdes
(ZHANG et al., 1998; DEMELLO et al., 2007; PRINCE et al., 2008).
No entanto, em relagdo aos hidrocarbonetos monoaromaticos
constituintes dos produtos derivados de petrdleo, estudos desenvolvidos
em microcosmos anaerobios, com microorganismos ndo adaptados,
revelaram que a presenga do biodiesel de soja influencia negativamente
a biodegradacdo destes compostos. Para concentragdes iniciais de 2,9
mg.L™" de benzeno, 0,8 mg.L™" de tolueno, 0,25 mg.L™" de etilbenzeno e
0,12 rng.L'l de xilenos, durante um periodo de incubagdo de 34 dias, na
auséncia do biodiesel, houve uma remogado de 90%, 100%, 80% e 70%
destes compostos, respectivamente. Ji na presenca de 54,8 mg.L"' de
biodiesel de soja, essa remogao foi de 35% para o benzeno, 100% para o
tolueno e 60% para o etilbenzeno e para os xilenos, durante 0 mesmo
periodo de incubagdo. No caso especifico do tolueno, a sua completa



degradacdo foi mais rapida na auséncia do biodiesel de soja (25 dias) do
que na presenga do mesmo (34 dias) (GOMES, 2008; CORSEUIL et al.,
2011Db).

Outros experimentos de laboratorio mostraram que a estrutura
molecular dos ésteres que compdem o biodiesel ¢ muito semelhante a de
compostos surfactantes. E, para as misturas com diesel em que o
biodiesel esteja presente em fragcdes acima de 20% em volume, os
ésteres podem reduzir a tensdo superficial 6leo-agua (DEMELLO et al.,
2007). Este efeito tornaria os compostos do diesel mais soluveis em
agua, o que poderia facilitar o transporte e intensificar os impactos de
uma contaminagdo. Por outro lado, o aumento na taxa de dissolugdo dos
hidrocarbonetos do diesel, poderia tornd-los mais biodisponiveis, o que
promoveria a degradacdo deste combustivel (TAYLOR e JONES,
2001).

Experimentos em escala de campo desenvolvidos para avaliagido
da influéncia da utiliza¢do de outros biocombustiveis, como o etanol, na
biodegradagdo dos hidrocarbonetos monoaromaticos contidos na
gasolina mostraram que o etanol retarda a degradagdo natural dos
compostos aromaticos enquanto estiver presente na agua subterranea
(CORSEUIL et al.,, 2004; CORSEUIL et al., 2005; NUNES e
CORSEUIL, 2007; CORSEUIL et al., 20l1la). A sua maior
biodisponibilidade e mais facil degradacdo o torna preferencialmente
degradavel em relagdo aos compostos aromaticos da gasolina. Da
mesma forma, para o caso de misturas diesel/biodiesel liberadas no
ambiente subterraneo, acredita-se que o biodiesel também serad
prioritariamente degradado em relagdo aos aromaticos do diesel. No
entanto, derramamentos de misturas de hidrocarbonetos de petréleo com
etanol ou biodiesel podem ter comportamentos distintos devido a grande
diferenca de solubilidade destes biocombustiveis. O etanol ¢é
completamente soluvel em agua e, por esse motivo, transfere-se
rapidamente para a fase dissolvida, podendo se espalhar por uma area
maior e para mais longe da fonte de contaminacdo, juntamente com o
fluxo da agua subterrdnea. J4 o biodiesel, por sua baixa solubilidade,
tende a permanecer na fonte, transferindo-se lentamente para a agua
subterrnea e influenciando uma area menor. O efeito do biodiesel na
degradacdo dos hidrocarbonetos aromaticos pode, portanto, ser
completamente diferente do observado para o etanol e estas diferencgas
podem indicar solu¢des de remediacdo completamente diferentes para
areas impactadas por misturas com esses bicombustiveis.



1.1. HIPOTESE

A insuficiéncia de informagdes relativas a interagdo do biodiesel
no meio ambiente e a exigéncia em se adicionar este biocombustivel ao
diesel comercialmente distribuido no Brasil, motivaram a realizag¢do
deste estudo e a formulagdo da seguinte Aipotese:

Em derramamentos subsuperficiais de misturas de diesel e
biodiesel, a lenta mobilidade e biodegradagdo do biodiesel na regido da
fonte tornam o ambiente anaerobio por longos periodos, o que pode
influenciar negativamente a biodegradacdo dos compostos aromdticos
presentes nestas misturas.

1.2.  OBJETIVOS

Levando esses fatos em consideracgdo, 100 litros de biodiesel puro
de soja (B100) e 100 litros da mistura B20 (20% em volume do
biodiesel metilico derivado de 6leo de soja e 80% em volume de diesel
fossil) foram liberados na agua subterranea de dois experimentos
controlados e independentes, com o objetivo geral de avaliar como as
alteragdes biogeoquimicas que ocorrem com a degradacdo de diferentes
cargas organicas de biodiesel na dgua subterrdnea podem influenciar a
degradacdo dos principais compostos aromaticos em misturas
diesel/biodiesel. E como objetivos especificos:

v’ Avaliar as principais alteragdes biogeoquimicas provocadas pela
liberagdo de diferentes volumes de biodiesel de soja que
influenciam a biodegradacdo deste biocombustivel na agua
subterranea;

v Avaliar a influéncia da presen¢a de biodiesel na biodegradagio
dos compostos aromaticos do diesel para a mistura B20;

v’ Avaliar a influéncia do acumulo de subprodutos na
biodegradacdo do biodiesel puro e dos compostos aromaticos do
diesel fossil, no caso de uma mistura;

v' Investigar se o acimulo dos produtos da degradagéo do biodiesel
no meio pode inibir termodinamicamente a degradagdo dos
compostos aromaticos do diesel fossil.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  CARACTERIZACAO DOS CONTAMINANTES

2.1.1. Biodiesel

O biodiesel ¢ considerado um combustivel composto de ésteres
alquilicos de acidos graxos de cadeias longas, derivados de oleos
vegetais ou de gorduras animais (ANP, 2004; ANP, 2008). Os dleos
vegetais sdo predominantemente compostos por triglicerideos, ou seja,
triésteres resultantes da combinag@o de glicerol (um alcool trivalente)
com acidos graxos. Estes Ultimos sdo 4cidos organicos lineares que
diferem entre si pelo numero de carbonos e pela presenca de
insaturagcdes em sua cadeia. A configurag@o basica de um acido graxo
corresponde a uma cadeia hidrocarbdnica alifatica (hidrofobica) e um
grupamento carboxila terminal (—COOH). Para a obtencdo do biodiesel,
o processo comumente utilizado é a transesterificagdo. Esse processo
ocorre na presenca de alcoois de cadeia curta (metanol ou etanol) e de
catalisadores (4cidos ou basicos): as moléculas de alcool rompem as
ligagdes covalentes dos triglicerideos através da transferéncia de
hidrogénios, formando ésteres alquilicos de acidos graxos (o biodiesel,
propriamente dito) e glicerol (FREEDMAN, 1984; LEHNINGER et al.,
1993). A FIGURA 2.1 a seguir mostra esta transformagio. Os radicais
R, correspondem a cadeia carbonica dos 4cidos graxos constituintes do
6leo vegetal, em que R, varia de 16 a 20 4tomos de carbonos (VIANI,
1996); os radicais R’ referem-se a cadeia carbonica do alcool utilizado
na reagdo, em que R’ = 1 para o metanol ou R’ = 2 se for utilizado o
etanol como reagente.



CH»-COO-R, R-COO-R, CH,-OH

| , H*/OH * |

CH-COO-R, + ©S8ROH ——>» R-COO-R, + CH-OH

| + |

CH2-COO-R, R’-COO-R, CH»-OH
Triglicerideo Alcool Esteres alquilicos  Glicerol

FIGURA 2.1 — Reago de transesterificagdo para a formagao do biodiesel.

Dentre as varias alternativas de oleaginosas para a producio de
biodiesel no Brasil, a soja continua sendo a matéria-prima mais
utilizada, principalmente devido as caracteristicas agrondmicas
favoraveis, a ampla estrutura e experiéncia de produgdo e
comercializacdo e ao maior dominio tecnoldgico em relagdo as demais
oleaginosas (SERUYA, 1991; CAMARA, 2006; CAMARA, et al., s/d).
Os principais constituintes do 6leo de soja sdo os acidos palmitico
(16:0), estearico (18:0), oleico (18:1), linoleico (18:2) e linolénico
(18:3)', cuja proporgdo relativa ¢ mantida aproximadamente constante
apos a reacgdo de transesterificacdo. Um exemplo de constitui¢do tipica
de um o6leo de soja pode ser visualizado na TABELA 2.1 (SERUYA,
1991; NDIAYE et al., 2006). Quanto ao agente transesterificante (alcool
primario), apesar da produgdo brasileira em larga escala favorecer a
aplicagdo de etanol anidro, a preferéncia ainda é pelo metanol. Isto
ocorre porque a alcoodlise com metanol é tecnicamente mais vidvel do
que aquela realizada com etanol, pois oferece menor consumo de
reagente, menor custo, menor tempo de reac¢do, além do fato de o
metanol apresentar menor afinidade a glicerina, o que favorece o
processo posterior de separacdo (BRASIL, 1985; FREEDMAN et al.,
1986). Desta forma, os principais compostos constituintes do biodiesel
de soja, obtido a partir da reagdo de transesterificagdo com metanol, sdo
os ¢ésteres metilicos dos 4cidos graxos anteriormente citados, cujas
estruturas moleculares podem ser visualizadas na FIGURA 2.2.

' Os acidos graxos sdo representados por dois nimeros: o primeiro indica o niimero total de
atomos de carbono na cadeia e o segundo, a quantia de insaturagdes presentes na molécula.



TABELA 2.1 — Composi¢ao quimica de um 6leo de soja.

Acido Graxo Percentual no éleo de soja
Palmitico 11,3+0,1
Estearico 3,5+0,1

Oleico 23,6 £ 0,1
Linoleico 54,7+0,1
Linolénico 6,9 +0,1

FONTE: NDIAYE et al., 2006.
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FIGURA 2.2 — Estruturas quimicas dos principais ésteres metilicos do 6leo de
soja.



A importancia de se conhecer a estrutura quimica de um
composto esta no fato de que ¢ ela que vai determinar as propriedades
fisico-quimicas do composto e, desta forma, seu comportamento e
distribui¢do no ambiente. A TABELA 2.2 mostra algumas propriedades
importantes dos ésteres metilicos que constituem o biodiesel de soja.
Destas propriedades, as que mais exercem influéncia sobre a mobilidade
dos compostos organicos sdo a massa molecular, a solubilidade em
agua, a pressdo de vapor e os coeficientes de parti¢do entre os meios,
como a constante da Lei de Henry e os coeficientes de particdo
octanol/dagua e carbono organico/dgua (SCHWARZENBACH et al.,
2003). A massa molecular se relaciona a densidade e a solubilidade dos
compostos organicos em agua: em geral, quanto maior a massa
molecular, maior sera a densidade relativa do composto (relagdo entre a
densidade do composto e¢ a densidade da agua) e, quanto maior o
comprimento das cadeias de carbono, menor a solubilidade do composto
organico na 4gua. No caso dos ésteres metilicos, no entanto, apesar da
longa cadeia carbonica, as densidades relativas permanecem menores
que a densidade da agua e, desta forma, quando liberados no ambiente
subterraneo, estes compostos tendem a flotar no topo da franja capilar
do lencol freatico. Quanto a solubilidade, uma vez que ela representa a
maxima concentragdo de um composto dissolvido na agua, moléculas
altamente soluveis sdo rapidamente distribuidas na dgua subterrdnea. No
caso dos ésteres metilicos, a hidrofobicidade da longa cadeia carbdnica
torna a molécula praticamente insoluvel em agua. Entretanto, com a
diminuicdo do peso molecular, a solubilidade da molécula aumenta,
como resultado da ligacdo de hidrogénio entre a dgua e o oxigénio
carboxilico. No caso de misturas liquidas, como o biodiesel, por
exemplo, a maxima concentragdo aquosa de um constituinte i (a
solubilidade efetiva) pode ser definida através da Lei de Raoult, em
funcdo da fragdo molar do constituinte na mistura ¢ da solubilidade
aquosa do composto puro.

A pressdo de vapor e a constante da Lei de Henry sdo duas
medidas da tendéncia de um sélido ou liquido se volatilizarem e sdo
importantes para estimar a liberagdo do composto para a fase de vapor.
A pressdo de vapor, P°, de um composto é a pressdo que 0 vapor exerce
quando em equilibrio com suas formas puras, liquida ou sélida. De
maneira geral, quanto maior a pressdo de vapor de um composto, mais
rapidamente  ele  particionard para a fase de  vapor
(SCHWARZENBACH et al., 2003). Da mesma forma como para a
solubilidade de um composto na agua, a pressdo parcial de um
constituinte / numa mistura liquida também pode ser definida através da



Lei de Raoult, como resultado do produto da fracdo molar de i na
mistura ¢ a pressdo de vapor do constituinte i em equilibrio com sua
forma liquida pura.

Ja a constante da Lei de Henry, Ky, mede a tendéncia de parti¢ao
de um composto dissolvido em agua para a fase de vapor e, desta forma,
pode ser usada para estimar a probabilidade de um constituinte
dissolvido na umidade do solo ou na 4gua subterranea em particionar
para o ar presente nos poros do solo (USEPA, 1997). Segundo a
Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos (a USEPA — United
States Environmental Protection Agency), um composto organico &
considerado volatil quando apresenta constante da Lei de Henry maior
que 107 atm.m’.mol™ (ou Ky > 4,1x10™ a 25°C), pressdo de vapor
maior ou igual a 107 mm Hg (ou > 1,32x10™"" atm) e cuja massa
molecular é menor que 200 g.mol” (USEPA, 1996b). Desta forma, pela
observacdo da TABELA 2.2, percebe-se que os ésteres metilicos de
interesse apresentam baixa tendéncia a volatilizagdo, principalmente
devido a suas elevadas massas moleculares.

Os coeficientes de partigdo octanol/agua e carbono organico/agua
sdo indicativos do potencial de um contaminante orginico estar
associado/sorvido ao solo. O coeficiente de particdo octanol/agua (Kqy)
¢ definido como a razdo entre as solubilidades de um composto organico
no n-octanol e na agua, em equilibrio. Desta forma, o K, descreve a
tendéncia de particdo de um composto entre uma fase organica ¢ uma
fase aquosa. Quanto maior esta relagdo, maior a hidrofobicidade do
composto. O K, (coeficiente de particdo carbono orgéanico/agua)
estabelece a relagdo entre a quantidade de composto sorvida no carbono
natural presente no solo (em mg/kg) e a quantidade deste mesmo
composto diluida na agua, quando ambas as fases estdo em equilibrio.
Estes coeficientes sdo importantes no conhecimento da mobilidade de
um composto orgdnico na matriz sélida de um aquifero, pois quanto
menores seus valores, maior € o potencial de lixiviagdo do contaminante
do solo para a 4gua (BEDIENT et al., 1994). Os altos valores de K, €
Koc dos ésteres metilicos apresentados na TABELA 2.2 indicam,
respectivamente, que se tratam de compostos com baixa capacidade de
dissolugdo em agua e alta capacidade adsor¢do a fases organicas que
possam estar presentes no ambiente subterraneo, caracteristicas que lhes
conferem baixa mobilidade.
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Em geral, o biodiesel apresenta nimero de cetano e viscosidade
ligeiramente mais altos que o diesel e basicamente ndo possui enxofre.
Pode ser usado diretamente nos motores a diesel, ou misturado ao diesel
em qualquer propor¢do (B2, B5, B20, etc.). As propriedades do
biodiesel sdo muito préximas aquelas do diesel, favorecendo a
homogeneidade da mistura e por isso ndo sdo necessarias proporgdes
fixas e bem definidas como numa mistura de diesel e etanol, em que o
contetdo de agua no alcool pode provocar a separacdo das fases (DE
CARO et al., 2001). O biodiesel tende a ser mais suscetivel a
biodeterioracdo do que o dleo diesel convencional, devido a presenca de
cadeias Cy5-C1g (acidos graxos) que sdo facilmente degradadas pelos
micro-organismos, auséncia de moléculas aromaticas, algumas
propriedades higroscdpicas e a disponibilidade de ligagdes éster de alta
energia.

Para que as concentra¢des dos ésteres possam ser monitoradas ao
longo do estudo é importante que se faca uma caracterizagdo prévia do
produto a ser liberado para experimentacdo. Um cromatograma tipico de
uma amostra de B100 de soja foi obtido por DeMello et al. (2007) e
pode ser visualizado na FIGURA 2.3.

18:1
a 16:0 ‘
S 18:3
° | | 118:0
E ‘i 18:2|!'
@ 140 16: l‘ I
N — _.Ml_ STV | ST _;I'I I'-».'_._ S —
T . — — =— =

Tempo de Retencdo (min)

FIGURA 2.3 — Cromatograma tipico de B100.
FONTE: DEMELLO et al., 2007.
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2.1.2. Diesel

O 6leo diesel é um dos tipos de 6leos combustiveis produzidos a
partir do petréleo cru. Os Oleos combustiveis sdo refinados até
atenderem especificagfes definidas para um determinado uso. No caso
do dleo diesel, suas especificaces sdo definidas para que ele seja usado
para o transporte, nos veiculos providos de motor diesel (ATSDR, 1995)
(nome dado ao motor de ignigdo por compressdo, desenvolvido por
Rudolf Diesel no século XIX).

Em geral, os 6leos combustiveis sdo misturas complexas de
hidrocarbonetos alifaticos (parafinas, naftenos e olefinas) e aromaticos.
Também podem conter pequenas quantidades de impurezas como o
nitrogénio e o enxofre, além de aditivos. A exata composi¢cdo quimica
(i.e., o percentual preciso de cada constituinte) de cada 6leo pode variar
dependendo da fonte de petréleo e de fatores como o método de
producéo e os processos de destilacdo. Todos os 6leos combustiveis sdo
liquidos a temperatura ambiente, embora alguns de seus compostos
possam evaporar. A maioria apresenta coloragdo amarelada, séo
inflaméaveis e queimam a temperaturas entre 177°C e 329°C (ATSDR,
1995).

O O6leo diesel ¢é constituido, predominantemente, por
hidrocarbonetos com cadeias de 10 a 19 atomos de carbono (ATSDR,
1995). Uma amostra de 6leo diesel comercial brasileiro foi caracterizada
no trabalho de Kaipper (2003). O resultado dessa caracterizacdo pode
ser observado na TABELA 2.3. No caso dessa amostra, 75,2% em
massa dos hidrocarbonetos presentes eram alifaticos, dentre eles,
somente 0,4% possuiam duplas ligacdes em suas cadeias (compostos
olefinicos). Os 24,8% restantes correspondiam a hidrocarbonetos
aromaticos: 17,7% monoaromaticos e 7,1% policiclicos aromaticos (0s
denominados HPA). Dos HPA detectados, 79% correspondiam a
naftalenos (compostos com 2 anéis aromaticos), 19% a poliaromaticos
de 3 anéis e o restante (2%), eram policiclicos de maior peso molecular
(4 a 6 anéis).
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TABELA 2.3 — Proporc¢des em massa dos diferentes compostos do diesel.

Hidrocar bonetos % em massa
(%2}
_g Saturados 74,8
&
'<—E Olefinas 0,4
» Monoaromaticos 17,7
S
g Diaromaticos 50
o
< Poliaromaticos 2,1

FONTE: KAIPPER, 2003.

Da grande quantidade de compostos presentes nos derivados de
petrdleo, os hidrocarbonetos aromaticos (BTEX e HPA) séo
considerados 0s compostos de maior interesse nas investigacdes
ambientais, pois, além da toxicidade, sdo compostos de dificil
degradacdo, o que os tornam persistentes do meio ambiente. Os
hidrocarbonetos monoaromaticos do grupo BTEX (benzeno, tolueno,
etilbenzeno e os isbmeros orto, para e meta xilenos) podem ser
rapidamente transportados através do solo e da agua subterranea devido
a suas elevadas volatilidades e solubilidades, respectivamente, em
relacdo aos demais compostos dos derivados do petrleo (AFCEE,
1998). Dentre os mais de 100 HPA existentes, 16 sdo considerados
importantes pela ATSDR (Agency for Toxic Substances and Disease
Registry) e pela USEPA nas avaliagbes de risco toxicoldgico, pois sdo
os mais freqlientemente identificados em locais contaminados e com as
maiores concentra¢des, além de serem os mais prejudiciais a salde e 0s
que possuem maior potencial para exposicdo ao ser humano. S&o eles:
naftaleno, acenafteno, acenaftileno, antraceno, benzo(a)antraceno,
benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno, benzo(g,h,i)perileno,
benzo(k)fluoranteno, criseno, dibenzo(a,h)antraceno, fenantreno,
fluoranteno, fluoreno, ideno(1,2,3-c,d)pireno e pireno (ATSDR, 2008).
A FIGURA 2.4 e a FIGURA 2.5 representam as estruturas quimicas
destes compostos.
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FIGURA 2.4 — Estruturas quimicas dos compostos BTEX.
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FIGURA 2.5 - Estruturas quimicas dos principais compostos HPA.
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Um cromatograma tipico de uma amostra de diesel (D100) foi
obtido por DeMello et al. (2007) e pode ser visualizado na FIGURA 2.6.
Os picos numerados representam os n-alcanos com 12 a 24 atomos de
carbono em suas cadeias lineares, enquanto que as letras F, Np, Pr, e Ph
representam 0s isoprendides farnesano, norpristano, pristano e fitano,
respectivamente.

15
[a) 16
T 14 17
k= . 18
T 13 o Pr 19 20
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= 12 l | 21
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\Luﬂ |,| '.»v. *L il l"‘J'-uvuh‘«ﬂ'l* PV W Y | 23 24
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Tempo de Retenc¢do (min)

FIGURA 2.6 — Cromatograma tipico de D100.
FONTE: DEMELLO et al., 2007.

Da mesma forma como citado no item 2.1.1, 0 comportamento
dos hidrocarbonetos no ambiente subterrdneo serd determinado por suas
propriedades fisico-quimicas. A TABELA 2.4 mostra as principais
propriedades dos hidrocarbonetos BTEX e HPA presentes no 0leo
diesel. Como pode ser observado, os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos possuem maior nimero de carbonos que os hidrocarbonetos
monoaromaticos. Em geral, quanto maior o nimero de atomos de
carbono, maior é o peso molecular, maior a densidade relativa, menor a
solubilidade em agua e menor a pressdo de vapor do hidrocarboneto
(ASTM, 1995). Além do tamanho da cadeia carbonica, a solubilidade
dos compostos aromaticos também diminui com o aumento do ndmero
de anéis, o que torna os HPA ainda mais insollveis em &agua se
comparados aos BTEX. Essa maior hidrofobicidade dos HPA, além de
limitar sua mobilidade no ambiente subterraneo, acaba por torna-los
menos disponiveis para a degradacdo microbiologica. No caso de
misturas liquidas, como j& citado, a maxima concentracdo aquosa de um
constituinte i sera definida através da Lei de Raoult. Kaipper (2003)
determinou as fragfes molares dos principais constituintes de uma
amostra de 6leo diesel comercial brasileiro, bem como suas
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concentracOes aquosas de equilibrio, as quais podem ser visualizadas na
TABELA 2.4.

Quanto ao transporte vertical dos compostos na agua subterranea,
este estd associado a densidade relativa dos mesmos. Uma vez que 0s
compostos constituintes dos 6leos combustiveis sdo menos densos que a
agua, eles tendem a flotar no topo da franja capilar do lengol fredtico,
assim como observado no item 2.1.1 para os ésteres metilicos.

Da mesma forma como a solubilidade do composto diminui com
0 aumento do peso molecular e com o nimero de anéis benzénicos, a
volatilidade também decresce com o acréscimo desses fatores.
Observando a TABELA 2.4, percebe-se que, dos compostos
apresentados, aqueles com maior tendéncia a volatilizarem sdo os
hidrocarbonetos monoaromaticos do grupo BTEX, pois sdo 0s que
apresentam menores massas moleculares, maiores pressdes de vapor e
constantes da Lei de Henry. Dos hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos, o naftaleno talvez merecesse atencdo por apresentar
propriedades parecidas com as dos BTEX, capazes de favorecer seu
particionamento para a fase gasosa.

Ainda dentre os fatores que influenciam a mobilidade dos
compostos no ambiente, estdo os coeficientes octanol/agua e carbono
orgénico/agua j& definidos no item 2.1.1. Dos compostos aromaticos
selecionados para esse estudo, percebe-se, pela observacdo da TABELA
2.4, que 0s monoaromaticos sdo 0s compostos que possuem menor
afinidade lipofilica e sortiva, se comparados aos compostos policiclicos
aromaticos, pois sdo 0s compostos que apresentam os menores valores
para os coeficientes Kqy € Koc.

Espera-se, portanto, que, em caso de derramamentos, 0s
compostos monoaromaticos apresentem maior mobilidade no ambiente
subterraneo do que os compostos policiclicos aromaticos. Essa maior
disponibilidade dos compostos BTEX pode promover uma competicao
na degradacdo dos constituintes da mistura, tornando os BTEX
compostos preferencialmente degradaveis em relacdo aos HPA, o que
favoreceria uma persisténcia ainda maior destes ltimos no ambiente.
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2.2.  DISTRIBUICAO DOS CONTAMINANTES NA SUBSUPERFICIE

Uma vez no ambiente subterrdneo, os produtos derivados do
petréleo tendem a se propagar através das zonas vadosa (que
compreende a zona ndo saturada e a regido da franja capilar) e saturada
do solo, podendo se apresentar em quatro estados distintos: como fase
livre ndo aquosa ou produto puro (NAPL, do inglés nonaqueous-phase
liquid), sorvidos na matriz do solo, volatilizados na fracdo gasosa do
solo ou dissolvidos na agua (WIEDEMEIER et al., 1999). Produtos do
petrdleo como a gasolina e o dleo diesel sdo tipicamente classificados
como LNAPL (light nonaqueous-phase liquid), pois, além da baixa
solubilidade da maioria dos seus constituintes, tém suas densidades
menores que a densidade da agua. Desta forma, num primeiro momento
em contato com o ambiente, 0 LNAPL migrard através da zona ndo
saturada como uma fase separada, imiscivel, sob a influéncia dominante
da gravidade, preenchendo espagos intersticiais do solo e deixando
massas residuais por onde for passando. Uma vez que o LNAPL alcance
a regido da franja capilar, comegara a se espalhar lateralmente ¢ a se
mover na dire¢do em que o gradiente hidraulico ¢ decrescente, formando
uma mancha flutuante de produto livre. Durante todo esse movimento, o
LNAPL esté tanto em contato com a agua subterranea quanto com o ar
que preenche os poros do solo, favorecendo a ocorréncia de dois outros
processos que contribuem para o transporte dos contaminantes através
da subsuperficie, respectivamente: a dissolugdo e a volatilizagdo
(NEWELL et al., 1995; KIM e CORAPCIOGLU, 2003). A infiltragdo
da precipitagdo e o fluxo da dgua subterranea ocasionardo a dissolugdo
dos compostos soluveis do LNAPL (residual ou mével) e a consequente
formag@o de uma pluma de contaminantes dissolvidos. Por esse motivo,
LNAPLSs representam fontes potenciais e continuas de contaminagdo da
agua subterranea, podendo perdurar por vérios anos apds o
derramamento (NEWELL et al., 1995).



19

Volatilizacdo

Nivel do solo

Zona ndo
saturada

Franja Nivel da
capilar agua

:}-L'_ Dissolugdo
Pluma T ™
dissolvida x_‘“-a-.,_ |

-\-"-h
N S /
Diregao do fluxo B

Zona saturada

S S S S S S S S

FIGURA 2.7 — Representagdo da migragdo do LNAPL na subsuperficie.
FONTE: Adaptado de Kim e Corapcioglu (2003).

A distribuicdo dos ésteres alquilicos de acidos graxos na
subsuperficie é ainda desconhecida, uma vez que ndo existem estudos
em escala de campo com esse objetivo. Por se tratarem de compostos
organicos, espera-se que o comportamento destes no ambiente
subterraneo seja parecido com o apresentado pelos hidrocarbonetos.

2.3.  INFLUENCIA DO BIODIESEL NA DEGRADACAO E NO
TRANSPORTE DO DIESEL

Muitos estudos tém sido conduzidos a respeito da degradacdo
microbioldgica do biodiesel, os quais t€ém mostrado que o biodiesel
realmente degrada. Experimentos de laboratério foram conduzidos por
DeMello et al. (2007) a fim de avaliar o comportamento do biodiesel e
das misturas diesel/biodiesel em ambiente marinho. Foram criados
diferentes microcosmos a partir da mistura de dgua do mar com diesel
fossil (D100), B8, B25 e B100. Os resultados destes experimentos de
laboratodrio revelaram que os FAME (ésteres metilicos de acidos graxos)
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foram degradados a uma taxa, aproximadamente, igual a dos n-alcanos e
mais rapidamente que os outros hidrocarbonetos do combustivel fossil.
Isso significa que os alcanos e os ésteres foram degradados ao mesmo
tempo e que, desta forma; houve uma disputa pela degradac¢do de ambos
os compostos, evidenciada pela maior quantidade de alcanos nas
misturas diesel/biodiesel em relagdo as amostras de diesel puro, durante
o mesmo periodo. Segundo estes experimentos, a presenca dos FAME
até poderia reduzir a biodegradagdo inicial dos n-alcanos do diesel
fossil, mas esta diferenga s6 foi observada na primeira semana de
experimentagdo. Desta forma, acredita-se que, apds um curto periodo de
tempo, amostras de wuma area contaminada com a mistura
diesel/biodiesel se tornariam indistinguiveis das amostras de uma area
contaminada com diesel fossil.

DeMello et al. (2007) também constataram que os FAME C16
degradaram mais rapidamente que qualquer FAME C18 e que a taxa de
degradacdo entre os FAME C18 ndo correspondia ao grau de saturagao,
diferentemente do proposto por Miller ¢ Mudge (1997) de que os
FAMEs C18 insaturados eram degradados mais rapidamente que os
FAMEs Cl16. A alta meia vida observada para os FAME e a ndo
alteracdo da massa avaliada na amostra controle, sugeriram que uma
hidrélise abidtica ndo tenha influenciado as perdas observadas durante o
experimento.

Prince et al. (2008) realizaram experimentos de laboratério com o
intuito de avaliar a biodegradagdo aerobia de B20 de soja em meio
aquoso e, assim como DeMello et al. (2007), observaram que os FAMEs
foram degradados, aproximadamente, 8 mesma taxa que os n-alcanos do
petréleo. A biodegradagdo de 100 ppm de B20 em agua de chuva sem
adaptacdo prévia da microbiota foi rapida e completa, com uma meia-
vida de 6,8 dias (34 microcosmos foram avaliados em tempos que
variaram de 2 a 30 dias apds o inicio dos experimentos). Os resultados
mostraram que os hidrocarbonetos do diesel e os ésteres do biodiesel sdo
rapidamente degradados em sistemas aquaticos quando o diesel estd
presente em relativamente baixos niveis (de 100 a 400 ppm) e na
presenga de baixos niveis de nitrogénio e fosforo biologicamente
disponiveis.

Zhang et al. (1998) estudaram a biodegradabilidade de varios
tipos de biodiesel em um sistema aquatico através do método da
evolugdo do CO; e de andlises de DBOs, DQO e cromatografia gasosa
(CG). Misturas de diesel/biodiesel (B20, B50 ¢ B80) também foram
avaliadas. Os resultados demonstraram que todos os tipos de biodiesel
puro avaliados s@o prontamente biodegradaveis. O termo “prontamente
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biodegradavel”, segundo a USEPA (1992), ¢ aplicado a compostos que,
em certos testes de biodegradag@o, produzem resultados positivos que
sdo inequivocos e levam a uma suposi¢ao razodvel que a substancia ird
sofrer uma biodegradacdo rapida e completa em ambientes aquaticos
aerobios.

Para as misturas de biodiesel com diesel, percebeu-se que quanto
maior o volume do éster na mistura, maior a porcentagem da evolugdo
do CO,. Na analise com CG para a mistura B50, observou-se que o
diesel fossil na mistura degradou duas vezes mais rapido que sozinho.
Esta observagdo sugere que, na presenga de ésteres, os micro-
organismos utilizam os acidos graxos como fonte de energia para
promover a degradagdo do diesel fossil. Segundo Zhang et al. (1998), a
comparacdo da degradagdo de cada composto da mistura separadamente
mostrou que 0s micro-organismos aparentemente atacam os acidos
graxos do biodiesel e as cadeias alifaticas do diesel fossil ao mesmo
tempo e as mesmas taxas ao invés de favorecer somente os 4cidos
graxos.

Em relacdo ao biodiesel puro (B100), Zhang et al. (1998)
concluiram que a biodegradagdo deste ¢ mais facil e mais rapida do que
a biodegradagdo do diesel fossil (B0) (segundo o método da evolugdo do
CO,). Algumas possiveis razdes para isso seriam: i) pelo fato de o
biodiesel ser constituido de 4cidos graxos puros, as enzimas
responsaveis por suas quebras naturalmente ja existem; ii) todos os
acidos graxos sdo cadeias de hidrocarbonetos com dois atomos de
oxigénio, at¢é mesmo na forma de éster, o que os torna muito ativos
biologicamente, ao contrario dos alcanos e alcenos que ndo tém
oxigénio em suas cadeias e, portanto, ndo sdo prontamente
biodegradados; iii) a composi¢do do diesel de petroleo ¢ quimicamente
mais complexa que a do biodiesel: além dos alcanos e alcenos, cerca de
30% do diesel fossil € composto por aromaticos, o que lhe confere uma
maior toxicidade e maior resisténcia a degradagdo do que as cadeias
alifaticas de hidrocarbonetos.

Lapinskiéne et al. (2006) compararam o diesel fossil ao biodiesel
através da determinacdo da toxicidade dos materiais analisados ¢ da
avaliagcdo quantitativa da transformac¢do microbiana destes materiais em
solos aerados. Os niveis de toxicidade foram medidos através da
respiragdo e da atividade das dehidrogenases dos micro-organismos néo
adaptados existentes na amostra de solo utilizada, enquanto a avaliagdo
da biotransformacgao foi realizada pelo balango de carbono dos produtos
finais. Os resultados dos testes de toxicidade indicaram que o diesel
fossil tem propriedades toxicas a concentragdes no solo acima de 3%
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(w/w) enquanto o biodiesel ndo as apresenta até uma concentracdo de
12% (w/w) (concentragdo de saturacdo do o6leo no solo). A avaliagdo
quantitativa dos processos microbioldgicos de transformacdo indicou
que, no diesel, existem mais compostos que sdo resistentes a oxidagdo
microbiologica e estes compostos sdo utilizados para a sintese de
materiais hlimicos, enquanto que os compostos organicos presentes no
biodiesel sdo facilmente acessiveis como fonte de energia e sdo melhor
biotransformados. Também foi possivel assumir que a quantidade de
micro-organismos era significativamente maior nas amostras de solo
contendo biodiesel.

Taylor e Jones (2001) realizaram experimentos em laboratério e
em campo para avaliar a biorremediacdo dos compostos policiclicos
aromaticos presentes no piche de carvao através da adicdo de biodiesel e
de diesel fossil. Os resultados indicaram que as restritas transferéncia de
massa ¢ biodisponibilidade dos HPA sdo os principais fatores que
limitam a degradac¢do destes compostos do piche. A adig¢do tanto do
biodiesel quanto do diesel fossil, juntamente com nutrientes inorganicos,
resultou no aumento da degradagdo de alguns HPA em relagdo as
amostras sem tratamento algum ou somente com a adi¢do de nutrientes,
e as maiores diminui¢des ocorreram nos componentes de dois e trés
anéis. Esse aumento na degradagdo da maioria dos HPA de dois e trés
anéis provavelmente foi resultado do aumento da transferéncia de massa
dos HPA do piche solido para a solugdo devido a processos de
solubilizacdo e dispersdo causados pela adicdo do biodiesel e do diesel
fossil (efeito surfactante). A adigdo do biodiesel e do diesel pode
também ter induzido o aumento da atividade microbiana, uma vez que
estes compostos passaram a atuar como uma fonte biodisponivel de
carbono.

A comparagdo entre os tratamentos com biodiesel e diesel motor
na degradagdo dos HPA permitiu concluir que a maior solubilidade do
piche no biodiesel (95%), em relagdo ao diesel motor (87%), pode ser,
inicialmente, prejudicial aos micro-organismos, uma vez que pode
aumentar a disponibilidade de substancias toxicas. Além disso, os
micro-organismos podem ter a capacidade de hidrolisar os ésteres
metilicos do biodiesel a metanol, o qual, em altas concentragdes, pode
ser inibidor do crescimento microbiano. Apesar disso, os resultados
indicaram que o biodiesel é capaz de solubilizar e aumentar a
biodisponibilidade dos HPA do piche nos solos.

De fato, conforme os experimentos conduzidos por DeMello et al.
(2007), os FAME parecem aumentar a estabilidade de pequenas gotas de
6leo na agua, devido ao fato de suas estruturas serem muito semelhantes
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a de compostos surfactantes. Isso favorece a formagao de associagdes na
interface 6leo-agua, reduzindo a tensdo superficial interfacial entre essas
duas fases. Essa estabilizagdo das gotas de oOleo pelos ésteres pode
aumentar as taxas de dissolucdo dos hidrocarbonetos do petréleo na
agua, devido ao aumento da area superficial das gotas, e facilitar o
transporte do 6leo na dgua, aumentando os impactos da contaminacao,
uma vez que o movimento das aguas pode distribuir esse 6leo disperso e
dissolvido ao longo de uma area maior.

Estudos de campo relacionados a influéncia da utilizacdo de
biocombustiveis, como o etanol, na degradagdo de compostos derivados
de petroleo, como a gasolina, indicaram que, no caso de um
derramamento subsuperficial, o etanol € o principal substrato organico a
ser inicialmente lixiviado para a adgua subterranea e, devido a sua alta
solubilidade, permanece presente na fase aquosa em concentragdes com
ordens de magnitude muito maiores que os compostos aromaticos do
grupo BTEX. A maior biodisponibilidade do etanol e sua maior
facilidade de degradagdo fazem com que este composto seja degradado
preferencialmente em rela¢do aos hidrocarbonetos da gasolina, levando
a um aumento na atividade da biomassa na agua subterranea. O rapido
decaimento das concentragdes de BTEX proximas a fonte, apds a
exaustdo do etanol, poderia ser atribuido a esse aumento da biomassa
estimulado durante a biodegradacdo do etanol (NUNES e CORSEUIL,
2007, CORSEUIL et al., 20l1la). Da mesma forma, a maior
biodegradabilidade do biodiesel poderia estimular a atividade dos micro-
organismos de forma a aumentar a degradagdo dos compostos do diesel
fossil presentes na mistura diesel/biodiesel.

2.4.  BIODEGRADACAO ANAEROBIA

A biodegradacdo ¢ considerada o processo mais significativo na
atenuacdo natural de contaminantes, pois reduz a massa dos mesmos,
transformando-os em moléculas mais simples (como o didxido de
carbono e a dgua), ou, em alguns casos, simplesmente convertendo-os a
subprodutos  ndo-toxicos (biotransformacdo) (BEDIENT, 1997;
WIEDEMEIER et al., 1999).

Embora quase todos os tipos de hidrocarbonetos de petroleo
possam ser biodegradados sob condi¢des aerobias (BORDEN et al.,
1997), a liberagdo destes compostos no ambiente subterrdneo causa a
rdpida exaustdo do oxigénio dissolvido, (devido a intensa atividade
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microbiana aerdbia nativa) e a consequente formagdo de regides
anaerobias dentro da pluma de contaminag@o. Desta forma, em areas
contaminadas com hidrocarbonetos de petroleo, a degradagdo anaerdbia
¢, geralmente, predominante (CHRISTENSEN et al, 1994;
ANDERSON e LOVLEY, 1997; LOVLEY, 1997; COATES e
ACHENBACH, 2001; FERNANDES, 2002; CHEN et al., 2007).
Apesar das recargas de dgua que ocorrem no ambiente subterraneo, a
pequena quantidade de oxigénio que de fato entra na zona anaeroébia é
rapidamente consumida por uma nova respiragdo aerobia e pela
oxidag@o quimica dos produtos reduzidos da respiragdo anaerdbica, tais
como ferro (II) e sulfeto (ANDERSON e LOVLEY, 1997; COATES e
ACHENBACH, 2001).

A adigdo de biocombustiveis, como o etanol ou o biodiesel, aos
combustiveis derivados de petroleo favorece ainda mais a
predominancia de condigdes anaerébias durante o processo de
biodegradacdo destas misturas em ambientes subterraneos, uma vez que
a demanda bioquimica de oxigé€nio exercida por esses combustiveis
alternativos ¢ ainda maior se comparada aquela exercida pelos
compostos soluveis presentes nos derivados de petréleo. Utilizando o
modelo energético de biodegradagdo de McCarty (McCarty, 1969),
GOMES (2008) calculou o consumo de oxigénio para o caso de uma
contaminagdo na dgua subterrdnea com 1 litro de biodiesel, 1 litro de
etanol e 1 litro de gasolina (com 10% v/v de BTEX) e verificou que a
demanda tedrica calculada de oxigénio, em massa, necessaria para
degradar o biodiesel ¢ duas vezes maior do que a necessdria para
degradar o etanol e oito vezes maior do que a necessaria para degradar
os compostos BTEX presentes na gasolina. Portanto, em derramamentos
subsuperficiais com misturas de biodiesel e diesel, condigdes anaerobias
irdo prevalecer para a degradagdo dos contaminantes presentes.

A biodegradacdo anaerdbia dos compostos organicos pelos
micro-organismos ocorre através de rea¢des de oxidagdo-redugdo, em
que os contaminantes (doadores de elétrons) sdo parcialmente oxidados
na presenca de receptores de elétrons, produzindo espécies reduzidas,
denominadas subprodutos metabolicos (CHAPELLE, 2001). Estas
reacOes fazem parte de processos metabolicos complexos, que ocorrem
em etapas paralelas e sequenciais, com os produtos de um estagio
atuando como substrato para o proximo, até que a completa
mineralizagdo seja alcancada. Para que isso ocorra de maneira
satisfatoria, ¢ necessario o envolvimento cooperativo e sintrofico de
diversos grupos de micro-organismos (GUJER e ZEHNDER, 1993;
SCHINK, 1997) e o rumo tomado por esses processos depende,
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principalmente, da natureza dos receptores de elétrons disponiveis e da
pressdo parcial de hidrogénio (WIDDEL, 1988; GIBSON, 1990;
ZINDER, 1993; LENGELER, 1999; STAMS et al., 2006; HEIMANN et
al., 2010).

Na presenca de receptores de elétrons inorganicos, como nitrato,
sulfato, enxofre ou ions metalicos oxidados (como Fe (III)), a matéria
organica sera degradada com a produgdo de didxido de carbono,
nitrogénio, sulfeto ou Fe (II). O uso dos receptores acontece de acordo
com o rendimento de energia e, portanto, os oxidantes disponiveis em
maiores concentragdes € com o potencial redox mais positivo sao os que
tém prioridade (LENGELER, 1999). O rendimento da energia produzida
por estas reagdes de transferéncia de elétrons ¢ quantificado pela energia
livre de Gibb’s (AG®°) e, desta forma, a ordem de consumo dos
receptores de elétrons inorginicos mais comumente disponiveis no meio
ambiente seguird a tendéncia mais favoravel termodinamicamente:
nitrato” > Fe I1I > sulfato (WIEDEMEIER et al., 1999). Na auséncia de
receptores de elétrons inorganicos, bicarbonato (dioxido de carbono) e
protons sdo os receptores finais de elétrons durante as reagdes de
oxidagdo-reducdo. Essa propriedade € o que caracteriza o ambiente
como metanogénico (STAMS et al., 2006).

Todos esses processos sdo respirativos, em que os elétrons sao
doados para um receptor exdgeno (externo), através de uma cadeia de
transporte de elétrons. Quando ndo sdo utilizados receptores de elétrons
externos, tem-se entdo a fermentacdo. A fermentacdo também ¢é um
processo redox anaerdbio, no entanto, o receptor de elétrons utilizado ¢é
endogeno (interno) e, desta forma, tanto o doador quanto o receptor de
elétrons sdo derivados da molécula orgénica a ser degradada. Para isso,
o composto organico deve estar em estado redox médio. Compostos
altamente oxidados (como o dioxido de carbono) ou altamente reduzidos
(como hidrocarbonetos ou acidos graxos) ndo sdo apropriados para
fermentagdo. Nestes casos, as transformagdes anaerobias envolvem
respiragdes que requerem doadores (ex: hidrogénio molecular) ou
receptores (ex: nitrato, sulfato ou dioxido de carbono) externos de
elétrons (LENGELER, 1999).

* Apesar de a nitrato-redugiio produzir mais energia do que a respiragio aerdbia, o oxigénio é
toxico para as bactérias anaerobias obrigatorias em concentragdo superior a 0,5 mg/L e, por
este motivo, a redugdo do nitrato s6 ocorre apds o esgotamento do oxigénio (WIEDEMEIER et
al., 1999a).
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De maneira geral, quando receptores inorganicos de elétrons nao
estdo envolvidos (condigdes metanogénicas), os processos metabolicos
de degradacdo de um composto organico podem ser divididos em:
hidrélise, acidogénese (ou fermentagdo), acetogénese e metanogénese
(GUJER e ZEHNDER, 1983; FENCHEL et al., 1998).

A hidrélise € o primeiro passo da sequéncia de reagdes. Nesta
etapa, a matéria orginica complexa (polimero) ¢é convertida em
compostos mais simples (mondmeros) através de enzimas extracelulares
liberadas pelas bactérias acidogénicas (ou fermentativas): proteinas sdo
degradadas a aminoacidos através de proteases, carboidratos sdo
convertidos em agucares utilizando-se celulases, e os lipidios sdo
transformados em acidos graxos de cadeias longas (AGCL) e glicerol
através do uso de lipases. A hidrélise atua quando as moléculas ndo
conseguem passar pela membrana externa da bactéria, devido ao seu
alto peso molecular. Esse passo ¢ importante para tornar os substratos
complexos acessiveis as bactérias anaerobias e, assim, otimizar o
processo de degradagdo (GUJER e ZEHNDER, 1983; FENCHEL et al.,
1998).

Os produtos formados durante a hidrolise serdo, entdo,
convertidos dentro das células bacterianas, num processo denominado
acidogénese (ou fermentacdo). A acidogénese consiste na degradagdo de
substratos soliveis sem a presenga de receptores de elétrons externos e €
a primeira etapa do processo de digestdo anaerdbia em que ha
rendimento de energia. De maneira geral, nesta etapa, a conversdo dos
mondmeros formados durante a hidrélise resulta na formacéao de acetato,
propionato, butirato (4cidos organicos volateis ou acidos graxos volateis
- AGV), dioxido de carbono e hidrogénio, além de outros produtos
orgénicos intermedidrios, como alcodis e cetonas, que variam conforme
a matéria complexa degradada (GUJER e ZEHNDER, 1983; FENCHEL
et al., 1998).

A proxima etapa é a acetogénese, na qual os produtos organicos
intermediarios formados durante a acidogénese serdo convertidos a
acetato, hidrogénio e didoxido de carbono pelas bactérias acetogénicas
(sintroficas). As reagdes acetogénicas sdo desfavoraveis do ponto de
vista termodinamico e, portanto, os produtos destas reagcdes devem ser
mantidos em baixas concentragdes. Para isso, ¢ necessaria a associagao
sintrofica da bactéria acetogénica com outra espécie. Em ambientes
metanogénicos, em que 0s Unicos receptores externos de elétrons sdo
protons e didxido de carbono, essa associagdo pode ocorrer com as
arqueas metanogénicas consumidoras de hidrogénio (ou metanogénicas
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hidrogenotréficas), que reduzem didxido de carbono a metano. Na
auséncia de receptores de elétrons externos, as metanogénicas
acetoclasticas convertem o acetato produzido a metano e dioxido de
carbono (GUJER e ZEHNDER, 1983; SCHINK, 1997).

Desta forma, a Ultima etapa do processo é a metanogénese: a
conversdo dos substratos organicos produzidos tanto na acidogénese
guanto na acetogénese a metano pelas bactérias produtoras de metano:
as metanogénicas hidrogenotroficas e as metanogénicas acetoclasticas.
Em reatores anaerdbios, aproximadamente, 70% do metano produzido é
derivado da descarboxilagdo do acetato pelas metanogénicas
acetoclasticas. A reducdo do diéxido de carbono pelas metanogénicas
hidrogenotréficas produz a maioria do metano restante. O metano
também é produzido a partir de outros substratos como o acido férmico
e 0 metanol (JERIS e MCCARTY, 1965; SMITH e MAH, 1966; MAH
etal., 1977; BOONE, 1982; GUJER e ZEHNDER, 1983).

Carboidratos Proteinas Lipidios
| Hidrdlise Hidrolise l Hidrdlise

Acidos Graxos de

Aclcares inoaci )
¢ Aminoacidos Cadeia Longa
Acidogénese l l Acidogénese
Produtos intermediarios B-clxidgcéo
Propionato / Butirato / etc (acetogénese)
l Acetogénese
—_——— == —————— -

|f Acetato | /

Metanogénese Metanogénese
Acetoclastica Hidrogenotréfica

CH, /|  CO,

FIGURA 2.8 — Processos anaerdbios de degradacdo da matéria organica
complexa. Adaptado de Gujer e Zehnder (1983).
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2.4.1. Biodegradacao anaero6bia do biodiesel

Em ambientes anaerdbios, os ésteres que compdem o biodiesel
sdo hidrolisados via estearases a acidos graxos de cadeia longa (AGCL
em portugués ou LCFA, do inglés long chain fatty acids) e alcool
(metanol, no caso de o biodiesel ter sido transesterificado via rota
metilica e etanol, se a rota utilizada for etilica).

Hidrélise

R-COO-R" + H-OH — R;COOH + R'OH

Biodiesel Acido Graxo Alcool

FIGURA 2.9 — Reagdo de hidrélise do biodiesel, com a formac¢do de AGCL e
alcool.

Uma vez que os AGCL requerem um receptor de elétrons externo
para oxidagdo, sua degradacdo ocorre durante a acetogénese (FIGURA
2.8) (BATSTONE, 2000). O processo de degradacdo comeca com a
adsorc¢do do composto (0 AGCL) na superficie da célula bacteriana. Em
seguida, ocorre o0 movimento do AGCL através da célula bacteriana, em
dire¢do ao espago periplasmico (NUNN, 1986). Dentro da célula, os
acidos graxos se tornam ativos pela proteina acil-CoA sintetase,
formando complexos de cadeia longa acil-CoA (AGCL-CoA), numa
reagdo que requer energia em forma de ATP. Uma vez ativos, a
principal rota utilizada para a degradagdo anaerobia dos AGCL ¢ a f3-
oxidacdo (NOVAK e CARLSON, 1970; WENG e JERIS, 1976;
HANAKI et al.,, 1981; ANGELIDAKI e AHRING, 1992; NUCK e
FEDERLE, 1996; MENES et al., 2001; GRABOWSKI et al., 2005;
SOUSA et al., 2007). A B-oxidagdo atua de uma maneira ciclica: em
cada volta do ciclo, o carbono na posi¢cdo B do acido graxo ativo
(AGCL-CoA) ¢ oxidado e os dois atomos de carbono no final da
molécula sdo clivados produzindo um acetil-CoA e, consequentemente,
um acil-CoA graxo com dois carbonos a menos (TABELA 2.5, Equacgéo
2.1). O acetil-CoA ¢ entdo convertido a acetato e o restante da molécula
de cadeia longa, que agora ¢ reduzida de dois 4tomos de carbono, ¢é
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oxidado na sequéncia até que todos os carbonos sejam convertidos a
acetil-CoA (RATLEDGE, 1994; DIRUSSO et al., 1999) (FIGURA

2.10).
Acido Graxo de Cadeia Longa
—Th o (IH
AL o ANEAAA L on
ol o

. SAAAEAAAL
(@]
9
<
=]
g ATP + CoA acil-CoAsintetase
wG AMP + PPi
(=3
o
2 [+
= 0 Y AAAAANAL - con

SN O-5-CoA
\A/w=vvv\“?';_5_-u,,,-‘

[ AGCL-CoA

RCH.CH,C(0)-SCoA

1 FADH,
:D
S RCH=CHGC(O)-SCoA
S
¢ ,
@ B-Oxidacado Ho
- 2
|
Q
<
o]
= CH,-C(0)-SCoA + R-C{0)-SCoA RCH(OH)CH.C(0)-SCoA
E tAceti-CoA) (Acil-Coa) |
E \@\ /B?ZNAD'
&
3 HO H-S-Cor ™ B6(0)CH,C(0)-SCoA NADH+H'
H-S-CoA
CH,C(O)OH
FIGURA 2.10 — Ativagao e degradacdo de um AGCL via B-oxidagao.
FONTE: Adaptado de Souza et al. (2009b).
TABELA 2.5 — Degradagdo de um AGCL via B-oxidagao.
B-oxidagdo
CH3(CH,),COOH + 2 H,0 — CH3(CH,),,COOH + CH;COOH + 2H, (2.1)
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As comunidades acetogénicas que convertem os AGCL com a
produgdo de acetato sdo consideradas sintroficas produtoras obrigatorias
de hidrogénio (APOH). E, desta forma, o acetato e o hidrogénio
produzidos durante a quebra dos AGCL precisam ser consumidos. Em
ambientes sob condi¢des metanogénicas, as arqueas metanogénicas sao
as principais responsaveis pela conversao final destes produtos a metano
(SCHINK, 1997; SCHINK e STAMS, 2002).

TABELA 2.6 — Reagdes de conversao do acetato e do hidrogénio a metano.

Reag6es metanogénicas

CH5CO0 + H" — CH, + CO, AG° -35,8kl.reacio”  (2.2)
(metanogénese acetoclastica)

4H,+CO, > CHs +2H,0 AG° - 130,7 kJ.reac;S\o'1 (2.3)
(metanogénese hidrogenotréfica)

Nota: os valores de AG® foram calculados a partir dos dados de Thauer et al.
(1977) para pH =7.

2.4.2. Biodegradacio anaerébia dos compostos aromiticos do
diesel

A maioria dos compostos aromadticos de baixo peso molecular
tém se mostrado suscetiveis a degradagcdo microbiana sob condigdes
anaerobias. O principal problema a ser superado durante a degradagéo
destes compostos € a estabilidade quimica do anel aromaético.
Diferentemente do processo de degradacdo aerdbia, em que o oxigénio
molecular, altamente reativo, ¢ utilizado para o ataque ao nucleo
aromatico e para a quebra do anel (desaromatiza¢do), no caso da
degradacdo anaerdbia, a auséncia de um cossubstrato reativo exige
diferentes mecanismos de degradacdo e, portanto, as reagdes envolvidas
sdo de redugdo do substrato (HEIDER e FUCHS, 1997b).

De maneira geral, durante a degradagdo anaerobia, os substratos
monoaromaticos sdo primeiramente transformados em compostos
intermediarios centrais antes de o anel aromatico ser redutivamente
desaromatizado. O composto intermedidrio central ativo mais comum do
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metabolismo anaerdbio aromatico € o benzoil-CoA (um tioéster de
coenzima A com acido benzoico) (HEIDER e FUCHS, 1997b;
ZENGLER et al., 1999; GIBSON e HARWOOD, 2002).

A rota bioquimica para que o composto seja transfomado em
benzoil-CoA pode variar. O benzeno, por exemplo, pode sofrer
carboxilacdo (transformando-se em benzoato) ou metilagdo (com a
geracdo de tolueno) ou, ainda, hidroxilagdo (formando uma molécula de
fenol) (COATES et al., 2002). A maioria dos estudos indicou que o
fenol e o benzoato sdo os intermediarios mais importantes da
degradacdo do benzeno (GRBI’C-GALI’C e VOGEL, 1987;
CALDWELL e SUFLITA, 2000; PHELPS et al., 2001). O composto
aromatico intermedidrio formado ¢é, em seguida, transformado em
benzoil-CoA (COATES et al. 2002).

COOH
Benzoato
CH, CO-SCoA
© —_— @
Benzeno Tolueno Benzoil-CoA
OH
Fenol

FIGURA 2.11 — Possiveis rotas da degradagao inicial do benzeno, com a
posterior formagdo de benzoil-CoA.
FONTE: Adaptado de Coates et al. (2002).

Os estudos da degradagdo do tolueno revelaram que a primeira
etapa do catabolismo deste composto é a adicdo de uma molécula de
fumarato ao seu grupo metil para a formacao de benzilsuccinato como
primeiro composto intermediario (BELLER ¢ SPORMANN, 1997a).
Esta reagdo ¢ mediada pela enzima benzilsuccinato sintetase (BSS)
(BELLER e SPORMANN, 1997b; LEUTHNER et al., 1998). Este
mecanismo de ativagdo do tolueno é comum e ¢ utilizado por diversos
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microorganismos que crescem sob condigdes anaerobias alternativas,
como a nitrato-reducdo (EVANS et al., 1991a; 1991b; FRIES et al.,
1994), a ferro (IlI)-redug¢do (LOVLEY e LONERGAN, 1990; COATES
et al., 1996¢c; KANE et al., 2002), a sulfato-redu¢do (EDWARDS et al.,
1992; RABUS et al., 1993) ¢ a metanogénese (GRBI’C-GALI’C e
VOGEL, 1987). O benzilsuccinato é posteriormente oxidado a benzoil-
CoA (HEIDER e FUCHS, 1997b).

“00C-HC-CH-COO
|

CH, -00C-HC=CH-COO" CH,
Fumarato

Benzilsuccinato sintetase

Tolueno Benzilsuccinato

FIGURA 2.12 — Ativagao do tolueno para o processo de degradagdo através
da adig¢do de fumarato ao grupo metil com a formacdo de
benzilsuccinato.

FONTE: Adaptado de Leuthner et al. (1998).

O etilbenzeno ¢ inicialmente ativado para degradagdo através de
uma reagdo de desidrogenacdo do grupo metileno para formar uma
molécula de 1-feniletanol, que sera posteriormente oxidada ao composto
aromatico acetofenona e esta, em benzoil-CoA (BALL et al., 1996;
RABUS ¢ HEIDER, 1998).

(‘JOOH ‘CO—SCOA
‘CH CH CH (‘)H2 CH
CH, H20 2[H] HC OH CcO CO-SCoA
% 2[H] co2 CcA ATP CoA
+ Acetil-CoA
Et«/benzeno
desidrogenase
Etilbenzeno 1-Feniletanol  Acetofenona Benzoil-CoA

FIGURA 2.13 — Reagdes iniciais propostas para a degradacdo anaerobia do
etilbenzeno
FONTE: Adaptado de Ball et al. (1996).
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Ja as reacdes iniciais envolvidas na oxida¢do anaerdbia dos
isomeros do xileno (ou dimetilbenzeno) sfo similares aquelas da
degradacdo do tolueno e envolvem a adi¢do inicial de fumarato a um dos
grupos metil do composto xileno para formar o metilbenzilsuccinato.
Este sera posteriormente oxidado a metilbenzoato. A formagdo do
metilbenzilsuccinato ¢ mediada pela enzima metilbenzilsuccinato
sintetase, que retém o atomo de hidrogénio do grupo metil durante a
reacdo (KRIEGER, 1999).

“*O0C-HC-CH-COO

CH -“O0C-HC=CH-COO- CH
3 Fumarato 2

Metilbenzilsuccinato

CH3 sintetase CH3
m-Xileno 3-Metilbenzilsuccinato

FIGURA 2.14 — Reagdes iniciais propostas para a degradacdo anaerobia do
m-xileno.
FONTE: Adaptado de Krieger (1999).

Uma vez transformados em benzoil-CoA, a reagdo tipica de
desaromatizagdo anaerobia do benzoil-CoA ¢é a redugdo do seu anel a
ciclohexa-1,5-dieno-carboxi-CoA, catalisada pela benzoil-CoA redutase.
A benzoil-CoA redutase ¢ altamente especifica para ATP,
competitivamente inibida por ADP. O produto da redugdo do benzoil-
CoA, o ciclohexa-1,5-dieno-carboxi-CoA, ¢, entdo, degradado em etapas
posteriores de hidratagdo e desidrogenacdo a 2-o0xo0-6-hidroxi-
ciclohexano-1-carboxi-CoA. Este composto sofre abertura hidrolitica do
anel transformando-se em 3-hidroxipimelil-CoA. O 3-hidroxipimelil-
CoA ¢ entdo P-oxidado a acetil-CoA e glutaril-CoA. A glutaril-CoA
desidrogenase catalisa a oxidacdo e descarboxilagdo da glutaril-CoA a
CO; e a crotonil-CoA, que sera posteriormente oxidada a 2 moléculas de
acetil-CoA. Para cada molécula do produto da reducdo do benzoil-CoA,
portanto, 3 moléculas de acetil-CoA e uma de CO; sdo produzidas numa
sequencia de reacdes semelhantes a B-oxidagdo (KOCH et al., 1993;
HEIDER e FUCHS, 1997a; 1997b; PELLETIER e HARWOOD, 1998)
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FIGURA 2.15 — Rota metabolica de degradagdo do benzoil-CoA.

Nota: (I) Benzoil-CoA; (IT) Ciclohexa-1,5-dieno-1-carboxi-CoA; (III) 6-Hidroxi-
ciclohex-1-eno-1-carboxi-CoA; (IV) 2-Oxo0-6-hidroxi-ciclohexano-1-
carboxi-CoA; (V) 3-Hidroxi-pimelil-CoA; (VI) Glutaril-CoA (VII)
Crotonil-CoA.

FONTE: Adaptado de Heider e Fuchs (1997b).

Assim como para os compostos monoaromaticos, a degradacdo
anaerébia dos compostos com mais de um anel aromatico (policiclicos
aromaticos) também tem sido demonstrada em ambientes sob condi¢des
nitrato redutoras, ferro redutoras, sulfato redutoras e metanogénicas
(COATES et al., 1996a; 1996b; 1997; ANDERSON ¢ LOVELY, 1999;
ANNWEILER et al., 2000; MECKENSTOCK et al., 2000;
ANNWEILER et al., 2002; TSAI et al, 2009). A biodegradagdo
anaerébia dos HPA, no entanto, é um processo lento e as possiveis rotas
bioquimicas de transformagdo destes compostos ainda sdo pouco
elucidadas.

Algumas rotas de biotransformagdo anaerdbia foram propostas
para o fluoreno e o fenantreno via bactérias sulfato redutoras. Estes
compostos sofreram uma sequencia de reagdes de hidratagdo e hidroélise,
seguidas de descarboxilagdo, at¢ a formagdo de fenol e posterior
mineraliza¢do destes compostos. O fenantreno passou a p-cresol antes
de se transformar em fenol (Figura 6) (TSAI et al., 2009).
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FIGURA 2.16 — Rota de biotransformacdo anaerdbia proposta para o
fenantreno.
FONTE: Adaptado de Tsai et al. (2009).

As rotas de degradacdo bioquimica do naftaleno e do
metilnaftaleno também foram estudadas sob condigoes sulfato redutoras
e revelaram que o 4acido 2-naftdico é o metabdlito central destes
compostos. O naftaleno é ativado pela adicdo de um CO, a molécula
para a geracdo do acido 2-naftéico enquanto que o metilnaftaleno €
ativado pela adi¢do de um fumarato ao grupamento metila e ele é entdo
degradado ao acido 2-naftéico. Este metabdlito central ¢ entdo reduzido
previamente a clivagem do anel. A clivagem do anel produz metabolitos
derivados do  ciclohexano (ANNWEILER et al., 2000;
MECKENSTOCK et al., 2000; ANNWEILER et al., 2002).

“00C-HC=CH-COO
Fumarato

Co——oo
—_—
COOH X COOH
Metilnaftaleno COOH
\ COOH COOH COOH
CQ/ -~ E:]/\/COOH
/—' / N cooH /
I Acido 2-naftéico  Acido5,6,7,8- COOH Acido 2-

Naftaleno €0, tetrahidro- carboxiciclo-
2-naftéico hexilacético

FIGURA 2.17 — Rotas de degradagdo anaerobia propostas para o naftaleno e o
metilnaftaleno.
FONTE: Adaptado de Annweiler et al. (2002).
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3. MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento deste trabalho foram realizadas
liberagdes controladas, diretamente na zona saturada do aquifero, de
100 L de biodiesel puro de soja (B100) e de 100 L da mistura contendo
80% em volume de 6leo diesel e 20% em volume de biodiesel de soja
(B20). Os compostos dissolvidos provenientes da liberagdo e da
biodegradacao destes produtos na dgua subterranea foram monitorados
durante 29 meses. Previamente a liberacdo dos produtos, foram
caracterizadas a hidrogeologia e a hidrogeoquimica do ambiente de
estudo para que se pudesse conhecer e prever e/ou justificar o
comportamento dos contaminantes nesse meio.

De modo a avaliar a influéncia do biodiesel na degradagdo dos
compostos aromaticos do diesel de petroleo, um dos objetivos propostos
neste trabalho, optou-se pela mistura com uma propor¢ao de 20% em
volume de biodiesel, pois, até o momento, a grande maioria dos artigos
cientificos ndo apontou mudangas de comportamento significativas para
as misturas com fracdes abaixo deste percentual. DeMelo et al (2007),
por exemplo, ndo observaram influéncia significativa dos ésteres
metilicos do biodiesel na redugdo da tensio superficial 6leo-agua para as
misturas inferiores a B20. Essa reducdo tornaria os compostos do diesel
mais soluveis e mais biodisponiveis (Taylor e Jones, 2001). A literatura
também indicou que o biodiesel degrada muito rapidamente e se a
quantidade deste na mistura for muito pequena, espera-se que seja
facilmente degradada e, entdo, toda uma estrutura de campo e
laboratério voltada ao estudo do comportamento da mistura
biodiesel/diesel, passaria a monitorar somente o diesel na subsuperficie,
0 que ndo seria interessante para esse experimento. Dentro do carater
legal, ressaltam-se ainda os constantes aumentos nas fracdes de
biodiesel adicionadas ao diesel comercialmente distribuido no pais e a
comparacdo com a fracdo de etanol anidro que ¢ atualmente adicionada
a gasolina (25% em volume) (BRASIL, 2007).



38
3.1.  IDENTIFICACAO DA AREA DE ESTUDO

A area em que este estudo foi desenvolvido situa-se na Fazenda
Experimental da Ressacada, de propriedade da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC), localizada ao sudoeste da cidade de
Florianoépolis/SC, préoxima ao Aeroporto Internacional Hercilio Luz
(FIGURA 3.1). A area em que estdo localizados os experimentos, em
destaque vermelho na FIGURA 3.1, trata-se de uma regido com,
aproximadamente, 2.500 m?, relativamente plana (com declividades que
variam de 0 a 3%), situada a 5,5 m de altitude em rela¢do ao nivel do
mar e proxima a regides de mangue.
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3.1.1. Caracteriza¢io hidrogeologica da area

Para a determinacdo da disposi¢do dos experimentos na area de
estudo, bem como o acompanhamento da tendéncia de migragdo das
plumas de compostos dissolvidos durante o transcorrer do estudo, foi
necessario avaliar a direcao preferencial do fluxo da agua subterranea no
local. Para isso, foram monitorados 17 piezémetros (FIGURA 3.2) ao
redor das 4reas experimentais a fim de se determinar a variagdo da carga
potenciométrica do lengol freatico naquela regido. A partir dos valores
medidos de carga potenciométrica em cada piezometro, e utilizando-se o
software Surfer 8.0 para interpolar a superficie potenciométrica no local,
definiu-se a dire¢do preferencial do fluxo da é4gua subterrdnea. O
método utilizado para a interpolagdo das cargas potenciométricas
medidas nos piezometros foi a Krigagem.

Previamente a instalagdo dos experimentos, a direcdo do fluxo foi
determinada de maneira local, ou seja, utilizando-se apenas os
piezometros mais proximos as areas dos experimentos. A utilizagdo de
todos os piezdmetros para a interpolacdo de um mapa potenciométrico
mais regional revelou a definicdo de uma direcao preferencial do fluxo
mais coerente com as concentracdes de compostos dissolvidos
detectadas ao longo do experimento. Por este motivo, foi necessaria a
readequacdo das areas experimentais através da alocagdo de novos pogos
de monitoramento.
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FIGURA 3.2 — Localizagdo dos piezometros ao redor das areas dos experimentos.

Nota: Apesar das diferentes denominacdes (PE — pocgo estratigrafico, PM — poco
de monitoramento e PZ — piezometro), todos os pocos foram utilizados
para o monitoramento da variagdo do nivel do lengol freatico.

A velocidade de deslocamento da agua subterranea também foi
uma grandeza importante no processo de instalacdo dos experimentos. A
partir dos dados medidos de carga potenciométrica e de condutividade
hidraulica na por¢do saturada, estimou-se a velocidade intersticial da
agua subterranea através dos poros do solo no local dos experimentos.
Para isso, foram utilizados o software AutoCad 2007 e a equagdo
descrita pela Lei de Darcy (Equacgdo 3.1). O valor de condutividade
hidraulica saturada utilizado (3,32x10* cm.s™) foi determinado por
Lage (2005) através do Método de Hvorslev (1951) e de testes de slug
realizados em campo para o pogo PMO05 (FIGURA 3.2).
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K dH
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em que:
v = velocidade intersticial [cm.s’l];
Ksqe = condutividade hidraulica saturada [cm.s™'];
dH/dL = gradiente hidréulico [m.m™];
n, = porosidade efetiva [adimensional].

Além da dire¢do do fluxo e da velocidade da dgua subterrinea,
outra importante grandeza considerada foi a pluviometria. Este fator ¢ o
principal responsavel pela recarga do aqiiifero, contribuindo com
variagdes hidrogeoquimicas na agua subterranea, além de variagdes
horizontais e verticais (diving plume) no sentido preferencial do fluxo.
Os dados de precipitacdo da area experimental foram fornecidos pelo
Departamento de Controle do Espaco Aéreo (DECEA) que monitora o
Ajardinado Meteorologico localizado no Aeroporto Internacional
Hercilio Luz.

As caracteristicas fisicas do solo também influenciam o
movimento da agua subterranea e, conseqiientemente, das plumas de
compostos dissolvidos. Desta forma, foram realizados estudos para a
determinacdo do perfil estratigrafico, da granulometria, da porosidade
efetiva e dos tipos de argilominerais presentes nas principais camadas de
solo que constituem o ambiente subterraneo da regido.

Para o conhecimento da coluna estratigrafica, sondagens foram
realizadas até 6 metros de profundidade, em relagdo ao nivel do terreno,
durante a instalagdo dos pogos de monitoramento nas areas
experimentais, utilizando-se o “Prospecting Kit for Soils” da Mastrad
Ltd. Trata-se de um conjunto de equipamentos para exploragdo e
amostragem de solos. A FIGURA 3.3 A mostra o kit de sondagem sendo
utilizado durante uma amostragem de solo. Apods a coleta, o solo foi
removido do amostrador (FIGURA 3.3 B) e foi realizada analise visual
de sua geologia. Em seguida, a amostra (FIGURA 3.3 C) foi enviada
para ensaios complementares a fim de se confirmar o que foi observado.
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Apés a observagdo do perfil estratigrafico das areas
experimentais, foram selecionadas as diferentes camadas de solo do
local para a realizacdo de analises granulométricas e de difratometria de
raios-x.

As andlises granulométricas permitem caracterizar o didmetro dos
graos e as proporcdes relativas em que estes se encontram distribuidos
no solo. Estas analises foram realizadas pelo Laboratério de Mecanica
dos Solos, do Departamento de Engenharia Civil da Universidade
Federal de Santa Catarina, através de ensaios de peneiramento e
sedimentagdo, segundo a norma proposta pela Associagdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT), NBR 7181/84 (ABNT, 1984).

As andlises de difratometria de raios-x foram utilizadas para
determinacdo das propriedades mineraldgicas das argilas presentes nas
diferentes camadas do solo. Estas analises foram realizadas pelo
Laboratorio de Difracdo de Raios X, do Instituto de Geociéncias da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Todas as
amostras foram analisadas via difracdo de raios-x sob a forma de
amostra orientada. As amostras foram analisadas na sua forma natural,
expandida por saturagdo com etilenoglicol (glicolada) e calcinada a
550°C durante 2 h. A saturagdo com etilenoglicol foi realizada para
verificagdo da existéncia ou ndo de argilominerais expansivos. O
aquecimento da amostra visa uma identificagdo mais precisa, avaliando
a existéncia de argilominerais cujas estruturas entram em colapso nestas
condigdes (como ¢ o caso dos argilominerais do Grupo das Caulinitas).

Algumas camadas de solo também foram selecionadas para
determinacdo da porosidade efetiva (m.), grandeza que representa o
volume de 4gua drenavel. Os ensaios com essa finalidade foram
realizados no Laboratério de Irrigacdo e Drenagem, do Centro de
Ciéncias Agrarias da UFSC, através do emprego do método da Mesa de
Tensdo (LEAMER e SHAW, 1941) (FIGURA 3.4). Este método se
baseia na extracdo da agua contida nos macroporos de uma amostra
previamente saturada, através da aplicagdo de wuma tensdo
correspondente a uma coluna de dgua de 60 cm. Para tanto, amostras
indeformadas de solo foram coletadas em anéis metalicos de 3 cm de
didmetro por 2 cm de altura, confeccionados com um bisel em uma das
extremidades, e colocadas sobre a mesa. O procedimento de drenagem
foi realizado durante 24 horas. Apos esse periodo, os anéis, contendo as
amostras, foram pesados e transferidos para uma estufa (110°C) para a
posterior determinagcdo do peso seco. As amostras foram coletadas em
triplicatas.
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FIGURA 3.4 — Amostras de solo nos anéis metalicos
dispostas sobre a mesa de tensdo para
determinagdo da porosidade efetiva.

A porosidade efetiva (%) foi determinada pela diferenca entre a
porosidade total (Equagdo 3.2) e a umidade retida (%) (Equagao 3.3).

Porosidade Total (%) = M>< 100

a , (3.2)
em que:
= densidade da particula [ ¢ =2,65g.cm™ para solo mineral];
b = densidade aparente [g.cm™], obtida pela relagdo entre a

massa de solo seca e o volume da amostra.
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. . (md - mv )
Umidade Retida (%) =—"2x100, (3.3)
mY
em que:
m, =~ massa de solo drenada [g];
m_ = massade solo seca [g].

s

O estudo da hidrogeologia local possibilitou um conhecimento
prévio do comportamento da agua subterrdnea e, juntamente com o
acompanhamento da variagdo de algumas grandezas, auxiliou na
interpretacdo dos resultados obtidos durante o processo de
monitoramento das plumas de compostos dissolvidos.

3.1.2. Caracterizacao hidrogeoquimica da area

Antes da liberacdo do biodiesel na area de estudo, foram
coletadas amostras de agua subterrinea para a determinagio dos
parametros fisico-quimicos de referéncia do local (background), cujas
mudangas sdo importantes para a avaliagdo da biodegradagdo ao longo
do tempo. Estas amostras foram coletadas nas duas areas experimentais,
em todos os pogos’, em cinco diferentes profundidades (niveis) de
monitoramento (conforme serd descrito no item 3.2). Foram analisados
diretamente no campo a temperatura, o pH, a condutividade especifica,
o oxigénio dissolvido, o potencial de oxidagdo-redugdo (EA”) e a
salinidade. Anions acetato (CH;COO"), cloreto (CI), nitrito (NO,),
brometo (Br), nitrato (NOs3’), fosfato (PO4'3) e sulfato (SO4'2) foram
analisados por cromatografia iénica no Laboratéorio REMAS (UFSC).
Além desses parametros, também foram analisados ferro (II), sulfeto,
metano, alcalinidade e acidez. Os métodos utilizados para essas analises
estdo descritos no item 3.2.2.

? Pogos instalados previamente a readequagdo da configuragdo das areas experimentais.
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Além da agua subterranea, foi realizada uma caracterizagdo
geoquimica do aquifero para a determinacdo das concentragdes de
carbono orgéanico e de nutrientes no solo. O teor de carbono organico no
solo é uma grandeza importante para a avaliacdo da sor¢do e do retardo
dos contaminantes no aquifero; ja o conhecimento das concentragdes de
nutrientes ¢ importante, pois estes sdo indispensaveis ao crescimento e
desenvolvimento dos micro-organismos necessarios a biodegradagdo
dos contaminantes. As amostras de solo foram coletadas ao redor da
area, em diferentes profundidades, e analisadas pelo Laboratério Fisico-
Quimico e Bioldgico da Companhia Integrada de Desenvolvimento
Agricola de Santa Catarina (CIDASC). A determinagdo do teor de
matéria organica contida no solo foi feita pelo método colorimétrico.
Em seguida, pdde-se fazer uma conversdo do teor de matéria orgénica a
carbono organico, dividindo-se o percentual da matéria organica por
1,72 (JARAMILLO, 1996). As concentragdes de nutrientes (nitrogénio,
fosforo, potéssio, célcio, magnésio, enxofre, ferro, zinco, manganeés,
aluminio, so6dio, boro e cobre) foram determinadas por
espectrofotometria de absor¢do atdmica.

3.2.  EXPERIMENTOS DE CAMPO

Para o monitoramento das plumas de compostos dissolvidos nas
areas experimentais foram instalados pogos multiniveis na diregdo
preferencial de deslocamento da agua subterranea. Cada experimento
abrange uma area de, aproximadamente, 330 m’. A orientagdo ¢ a
disposicdo dos pocos de monitoramento podem ser visualizadas na
FIGURA 3.5. Para cada produto foram instalados 47 pogos®, cada um
com 5 niveis de monitoramento (localizados a 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 ¢ 6,0 m
de profundidade em relag@o ao nivel do terreno). Cada um dos niveis foi
identificado através de fitas com diferentes cores, como pode ser visto
na FIGURA 3.6.

* 36 pogos previamente a liberagio dos produtos e 11 pogos em junho de 2010 para
readequagdo das areas experimentais conforme a dire¢do preferencial do fluxo da agua
subterranea.
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FIGURA 3.5 — Experimento de campo: orientacdo e disposi¢do dos pocos de
monitoramento em cada uma das areas experimentais.
Nota: PM — pogo de monitoramento; PMF — pogo de monitoramento da Fonte.
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Para a confec¢do dos pogos de monitoramento foram utilizados
canos de PVC, mangueiras de PEBD (polietileno de baixa densidade) e
telas de aco inox. Os canos de PVC, de 6,0 m de comprimento e 20 mm
de diametro externo, tiveram a fun¢do de suporte, mantendo cada uma
das mangueiras de PEBD no nivel pré-determinado. Essas, por sua vez,
possuiam didmetro externo de ¥,” e foram utilizadas para o

bombeamento das amostras de agua subterranea a serem analisadas. As
telas de aco inox possuiam malha 100 e funcionaram como filtros,
evitando a passagem das particulas do solo e dos produtos em fase livre.
O desenvolvimento da instalacio dos pogos e alguns detalhes
construtivos sdo mostrados na FIGURA 3.7.

d .

FIGURA 3.7 — A) Instalagdo de um pogo de monitoramento em uma das areas
experimentais (as mangueiras de PEBD sao suportadas pelo
cano de PVC); B) Detalhe do filtro de tela de ago inox em um
dos niveis de monitoramento.
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3.2.1. Fontes de contaminacgio

No dia 12 de junho de 2008 foram liberados 100 litros de
biodiesel puro de soja na area denominada B100 ¢ 100 litros da mistura
contendo 20% em volume de biodiesel de soja e 80% em volume de
6leo diesel na area denominada B20. A liberagdo dos produtos ocorreu
na parte da tarde, o céu estava encoberto e houve chuva (6 mm) na
madrugada que antecedeu a liberacdo. Foram cavados dois buracos, um
em cada area, nas regides caracterizadas como fontes de contaminagdo
(FIGURA 3.8). Ambos possuiam 1,0 m largura x 1,0 m comprimento %
1,5 m profundidade. Esta foi a profundidade em que foram encontrados
os niveis da dgua nas regides das fontes (FIGURA 3.9). Os niveis da
agua nos piezdmetros ao redor da area estdo listados na TABELA 3.1 ¢
suas medidas estdo relacionadas a cota do terreno.

Legenda

® regido da fonte

(O piezémetro

FIGURA 3.8 — Areas experimentais e as respectivas regides das fontes.
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FIGURA 3.9 — Abertura para liberagdo dos produtos, com detalhe do
afloramento do lencol freatico.

TABELA 3.1 — Nivel da 4gua ao redor da area de liberagdo dos produtos.

PiezOmetro Nivel d’agua PiezOmetro Nivel d’agua
PZ05 -0,389 m PZ07 -1,325m
PZ02 -1,294 m PZ03 -1,288 m
PE06 -1,336 m PMO05 -1,519m
PZ01 -1,358 m PE04 -1,067 m

A partir dos buracos abertos, pdde-se verificar a existéncia de
diferentes camadas no solo, inclusive a concentragdo de ferro em alguns
pontos (FIGURA 3.10). Antes da liberacao foram coletadas, em cada uma
das fontes, amostras de solo saturado para analises de biologia
molecular (extragdo de DNA) (a 1,5 m de profundidade).
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FIGURA 3.10 — Verificagdo das diferentes camadas do solo da area e da
presenca de regides com concentragdes de ferro.

Previamente a liberagdo dos produtos, um tracador com
caracteristica conservativa foi derramado nas regides das fontes, a fim
de se monitorar o transporte das plumas de compostos dissolvidos
(SCHREIBER ¢ BARH, 2002). Neste estudo, o tragador utilizado foi o
brometo de potassio (KBr). Foram retirados 10 L de dgua de cada um
dos pogos escavados para a dissolucao de 2,0 kg do agente tragador. Em
seguida, esse volume de 4agua contendo brometo de potassio foi
devolvido a seus respectivos pocos (FIGURA 3.11).
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FIGURA 3.11 — Liberagao de agente tragador na regido da fonte.

Apés a adigdo do tragador, 100 L de cada produto foram
liberados em suas respectivas areas (FIGURA 3.9). O biodiesel puro de
soja apresentava uma coloragdo amarelo-alaranjada. Ja4 a mistura B20
teve de ser preparada antes da liberacdo. Para isso foram misturados
80 L de diesel fossil e 20 L do biodiesel puro de soja. Depois de pronta,
esta mistura apresentou coloracdo amarelo-clara, muito provavelmente
decorrente da predominancia do diesel de petrdleo. Diferentemente do
que se observou durante o lancamento do produto puro, a mistura B20
apresentou a formagdo de espuma durante seu preparo e liberagcdo. A
formagdo de espuma provavelmente foi facilitada pela diminuigdo da
tensdo superficial quando houve o contato do biodiesel com o diesel
(efeito surfactante).
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Ap6s a liberagdo dos biocombustiveis, as fontes foram cobertas
com solo nativo, respeitando-se ao maximo a ordem das camadas, e as
areas dos experimentos foram, entdo, cobertas com lona plastica
especial de 200 micra de espessura e pedriscos de 5 mm de didmetro.
Essa protegdo com lona e pedriscos, cuja extensdo esta representada no
contorno da area da FIGURA 3.5, teve como finalidade a minimizacao
da volatilizagdo dos produtos, do crescimento de vegetacdo e da
influéncia direta da infiltragdo da agua da chuva nas areas, simulando,
assim, o que acontece em um posto de abastecimento automotivo
quando ha um derrame proveniente de um tanque de armazenamento
subterraneo.

5 T, i - : ot
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FIGURA 3.12 — Cobertura da regido da fonte com o solo nativo.
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3.2.2. Amostragem da agua subterrinea e determinacdes
analiticas

As amostras de agua subterranea foram coletadas utilizando-se
bomba peristaltica da marca Millipore, modelo Easy-Load e, para cada
pogo, foi utilizada uma mangueira Masterflex® Tygon (que ndo reage
com os componentes do dleo diesel e do biodiesel de origem vegetal),
evitando, assim, contaminag@o de um pogo para outro. Temperatura, pH,
condutividade especifica, oxigénio dissolvido, potencial de oxidagao-
reducdo (Eh”) e salinidade foram analisados diretamente no campo
através de um analisador Micropurge® Flow Cell, modelo MP20. Para
as analises de laboratorio, foram coletadas quatro amostras em cada
nivel, sendo uma para a determinacdo de BTEX, outra para HPA, outra
para os anions e demais variaveis fisico-quimicas, ¢ uma quarta para
acidos graxos volateis provenientes da degradacao do biodiesel.

As amostras destinadas as analises de BTEX e metano foram
armazenadas em frascos de vidro de 40 mL, com tampa plastica e septo
de teflon, contendo o conservante HCI (1 mol.L™") para manter o pH
abaixo de 2,0, a fim de inibir a atividade microbiana (USEPA, 2001). As
demais amostras foram coletadas em frascos de vidro ambar, com tampa
plastica e tampulho pléstico recoberto com teflon, com diferentes
volumes e conservantes: para as analises de HPA, os frascos eram de
100 mL, contendo o conservante tiossulfato de sédio (Na,S,0;),
0,008%; para as andlises de acidos graxos volateis, as amostras foram
coletadas em frascos de 30 mL, contendo acido oxalico diidratado
(C,H,042H,0.) 0,8 mol.L"! para manter o pH menor que 2,0 e,
consequentemente, 0s compostos em suas formas ndo dissociadas,
facilitando a saturagdo dos sitios basicos na coluna analitica; para as
demais analises, foram utilizados frascos de 300 mL. As amostras de
agua foram succionadas de forma a evitar aeracdo e os frascos foram
totalmente preenchidos (sem headspace) a fim de evitar perdas por
volatilizagdo. Imediatamente apds a coleta, as amostras foram mantidas
sob refrigeracdo e analisadas em até 7 dias.

Para as analises dos compostos BTEX e metano, foi utilizado um
cromatografo a gas da marca Agilent, modelo 6890, com Headspace
Auto Sampler estatico, modelo 7694, equipado com detector por
ionizacdo em chama (FID) e conectado a um computador com o
Software ChemStation A.10.02. O gas de arraste empregado foi o hélio,
com velocidade de 7,0 mL.min™'. A coluna capilar era de silica fundida
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HP 1 (metilsiloxano) n® 19095z-123 (HP, USA), com 0,53 mm de
didmetro interno, 30 m de comprimento e espessura do filme de
2,65 um. As temperaturas do injetor e detector foram mantidas,
respectivamente, a 260°C e 280°C, para os BTEX, € a 190°C e 280°C,
para o metano. A temperatura foi programada da seguinte maneira para
os BTEX: 70°C por 2 min com taxa de aquecimento de 5°C.min" até
120°C e 30°C.min”" até 210°C. Para o metano as andlises foram
realizadas em isoterma, a temperatura de 40°C. O método empregado foi
0 EPA/5021A combinado com o método EPA/8015D (USEPA, 1996a).
Os limites de detecgdo e quantificacdo foram obtidos através da medida
de linearidade com os dados de area. Para os compostos benzeno,
tolueno, etilbenzeno, m,p-xileno, o-xileno e metano, os limites de
detecgdo foram, respectivamente: 1 pg.L”', 1 pgL™", 1 pgL™, 2 ugL”,
2pgL! e 3 pgL'. Os limites de quantificagio foram de 3 pg.L”,
2pgL?, 3 pugl”', 6 pgL', 5 pg L' e 10 pg.L”, respectivamente. As
solugdes padrio para BTEX foram preparadas com o padrio UST
Modified Gasoline Range Organics, da Supelco, segundo a norma
EPA/8015A — Aromatic Volatile Organics by Gas Chromatography
(USEPA, 1996a). Para o metano, a solug@o padrdo foi preparada a partir
do gas metano padrio com 99,5% de pureza, da empresa White Martins:
0 gas-padrao foi borbulhado durante 5 minutos num recipiente contendo
agua ultrapura, garantindo a obtengdo do equilibrio entre as duas fases
(gasosa e aquosa). Com base na Lei de Henry, foi possivel calcular a
concentracdo de metano na fase aquosa (STUMM e MORGAN, 1981).
Para tanto, foram consideradas a pressdo parcial do gas iguala 1 atme a
constante da Lei de Henry para o metano (Ky = 6,58x10™" atm.m’.mol™)
(TOXNET, 2008).

As amostras de HPA foram extraidas pelo método de extracdo em
fase solida (SPE — Solid Phase Extraction) (Método EPA 525.2). Foram
utilizados cartuchos de SPE (Spe-edTM, 0,2 a 0,5 g / 3 mL, marca
Applied Separations) de Octadecyl (C;5/18%C), acoplado a um sistema
de vacuo tipo “manifold” (USEPA, 1996a). Primeiramente, foi feito o
acondicionamento do cartucho com 3 mL de metanol e em seguida 3 mL
de 4gua. As amostras foram percoladas através do cartucho em um fluxo
de 4 a 10 mL.min"'. A eluigio foi realizada através da passagem do
solvente (diclorometano), volume de aproximadamente 6 mL em fluxo
de 1 a2 mL.min™. O extrato final foi concentrado em 1 mL com fluxo
de nitrogénio. As andlises foram realizadas segundo o método 8100 da
USEPA em cromatografo a gés, da marca Agilent, modelo 6890N,
equipado com detector por ionizagdo em chama (FID), a 320°C. As
injegdes (2 pL) foram realizadas através do auxilio de um Autosampler
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da marca Agilent, modelo 7683B. O injetor utilizado foi o split/splitless
a 260°C, com fluxo do gas carreador constante a 3 mL.min"'. Modo de
injecdo: splitless. As separacdes ocorreram em uma coluna capilar HP-5
(5% difenil e 95% dimetilpolisiloxano) com 0,32 mm de didmetro
interno, 30 m de comprimento e espessura do filme de 0,25 mm. O forno
teve a seguinte programacao de temperatura: 40°C por 3 min com taxa
de aquecimento de 30°C.min™" até 120°C, na sequéncia, 6°C.min”" até
300°C e isoterma de 6 minutos. Gases: fluxo de Hy: 30 mL.min'l, fluxo
de ar: 300 mL.min"", fluxo make-up (He): 30 mL.min™". A quantificagio
dos HPA foi realizada pelo método da padronizacdo externa com o
auxilio do Software ChemStation A.10.02. O padrio utilizado foi PAH-
Mix 9 da empresa Dr. Ehrenstorfer GmbH. Os limites de deteccdo e
quantificacdo para os HPAs foram determinados através do método
baseado nos parametros da curva de calibra¢do: naftaleno (7 e 22 pg.L”
", metil naftaleno (5 e 16 pg .L™"), dimetil naftaleno (7 e 21 pg. L),
acenafetileno (8 ¢ 24 pg.L™), acenafteno (8 ¢ 24 pg.L™"), fluoreno (8 e
26 pg.L™"), fenantreno (9 e 30 pg.L™), antraceno (9 e 3 2pg.L™),
fluoranteno (10 e 35 ug.L'l), pireno (9 e 32 ug.L'l), benzo(a)antraceno
9e32 ug.L"), criseno (10 e 33 ug.L"), dibenzo(A,H)antraceno (12 e
42 ug.L'l), benzo(b)fluoranteno (12 e 37 ug.L'l), benzo(k)fluoranteno
(31 e 94 pgL™), benzo(a)pireno (36 e 110 pg.L™), indeno(1,2,3-
CD)pireno (28 ¢ 86 pg.L™), benzo(G,H, )pirileno (11 e 34 pg.L™"). Na
pratica, foi utilizado um limite de quantificagdo 100 vezes menor,
devido o fator de pré-concentragdo que foi de 100:1.

Os anions brometo (Br’), cloreto (CI), nitrato (NOs’), fosfato
(PO4'3 ) sulfato (SO4'2) e acetato (CH;COQ’) foram analisados por
cromatrografia idnica, em cromatdgrafo de ions da Dionex (modelo ICS-
1000), equipado com detector de condutividade idnica, em regime
isocratico, utilizando 4,5 mmol.L" de carbonato de sédio e 1,4 mmol.L!
de bicarbonato de s6dio como eluentes, a um fluxo de 1,0 mL.min”". A
coluna utilizada foi AS22 (4 x 250 mm), a supressora foi ASRS —
ULTRA II (4 mm), o volume de injecdo foi de 25 puL e a condutividade,
de 19 — 20 uS (Método USEPA 300.0 — Determination of Inorganic
Anions by lon Chromatography). Para a quantificagdo dos compostos de
interesse, utilizou-se a padronizagdo externa, com curvas de calibragdo
cujas concentragdes variaram entre 0,1 mg.L” e 50 mg.L™". Os sais
utilizados para a preparagdo das solugdes padrdes foram todos da marca
J.T. Baker ¢ a concentracdo das solu¢des individuais, de 1000 mg.L'l.
Os limites de deteccdo e quantificacdo foram realizados através da
medida da linearidade, com os dados obtidos por area: acetato (0,13 ¢
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0,41 mg.L™), nitrito (0,03 e 0,08 mg.L™), nitrato (0,05 ¢ 0,16 mg.L™"),
fosfato (0,12 e 0,35 mg.L™") e sulfato (0,01 e 0,05 mg.L™).

As andlises de ferro (II) e sulfeto foram conduzidas em
espectrofotdmetro HACH — DR/2500. Para o ferro (II), o método
seguido foi o 3500-Fe D — método 1,10 fenantrolina, e para sulfeto, o
método 4500-S* D — método colorimétrico azul de metileno, ambos do
Standard Methods (APHA, 1992). Os reagentes utilizados foram da
HACH: para o ferro (IlI), foram utilizados 1,10-fenantrolina e
bicarbonato de sddio, na propor¢do para analisar 25 mL de amostra, e
para o sulfeto, reagente 1, que contém acido sulfurico, oxalato de
N,Ndimetil-p-fenilenodiamina e o reagente 2, uma solucdo de azul de
metileno, também na propor¢ao exata para analise de 25 mL da amostra.

A determinagdo da acidez e da alcalinidade teve como base o
método titrimétrico de acordo com o Standard Methods (APHA, 1992) -
Meétodos 2310B e 2320B. Foram utilizadas solu¢des padronizadas de
hidroxido de sodio 0,02 M e acido sulftrico 0,01 M. O ponto de viragem
foi obtido através do monitoramento do pH da amostra durante a
titulagdo, utilizando-se uma bureta digital (Brinkmann) e um pH-metro
marca ORION (modelo — 9107BN). O ponto de viragem na
determinacdo da acidez carbonica ¢ em pH 8,3 e para a alcalinidade
(bicarbonato) é em pH 4,3. Os resultados foram expressos em mg
CaCO;.L™".

As analises de acidos graxos volateis foram realizadas conforme
metodologia proposta por Moraes et al. (2001), em um cromatografo a
gas da marca Agilent, modelo 6890N, com Autosampler modelo 7683B,
equipado com detector por ionizagdo em chama (FID) e conectado a um
computador com o Software ChemStation A.10.02. A coluna capilar era
de polietilenoglicol (HP-INNOWax), de 30m x 0,25 mm de didmetro
interno e espessura do filme de 0,25 pm e o gas de arraste utilizado foi o
hélio, com fluxo de 1,9 mL.min"'. As temperaturas do injetor e detector
foram mantidas, respectivamente, a 220°C e 250°C. A temperatura
inicial de forno foi mantida a 100°C durante 3 minutos, depois foi
elevada de 100°C até 185°C a 10°C.min”" (durante 3 minutos) e até
240°C a 30°C.min"" (durante 2 minutos). A quantificagdo dos compostos
foi realizada pelo método de padronizacdo externa. Para o preparo da
curva de calibracdo foi utilizado uma mistura padrdo da marca Supelco
(Volatile Acid Standard Mix) contendo os seguintes compostos: acido
acético, acido formico, acido propidnico, acido isobutirico, acido
butirico, acido isovalérico, acido valérico, acido isocaprdico, acido
caproico e 4cido heptandico. O limite de detecgdo foi de 1 mg.L™" para
cada 4cido.
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3.3.  ANALISES MICROBIOLOGICAS

Além da utilizagdo dos indicadores geoquimicos, a avaliagdo da
biodegradacdo natural dos produtos liberados nas areas experimentais
foi complementada com técnicas de biologia molecular, que detectam e
quantificam as bactérias associadas a biodegradagdo do contaminante de
interesse. Para esse estudo foi utilizado o método de reacdo em cadeia
da polimerase em tempo real (real-time quantitative polimerase chain
reaction, qPCR), que pode oferecer evidéncias diretas dos tipos de
processos microbioldgicos atuantes na remogdo dos contaminantes.
gPCR tem sido utilizado como ferramenta para investigagdo do
potencial de biodegradagdo dos compostos benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xilenos (DA SILVA e ALVAREZ, 2004; CAPIRO et al.,
2008). No Laboratério REMAS, essas andlises tem sido realizadas por
uma equipe especializada.

3.3.1. Extraciao de DNA

Para a caracterizagdo da populagdo microbiana nativa, antes da
liberagdo dos produtos nas areas experimentais, aproximadamente,
500 g de solo foram coletados em cada uma das regides das fontes de
contamina¢do, a uma profundidade de 1,5 m. Apds homogeneizagdo de
cada amostra de solo, 0,25 g foi utilizado para extragdo de DNA. Nesta
etapa, foi utilizado o DNA MoBio Power Soil™ kit (Carisbad, CA) ¢ o
DNA foi extraido de acordo com as recomendacdes do kit. Apds o
processo de extragdo, 100 pL de solucdo contendo DNA foram obtidos e
armazenados em frascos de 2 mL (Eppendorf), livres de DNA e RNA, e
estocados em freezer (-30°C, MidSci) para analises em PCR quantitativo
em tempo real (gPCR).

Durante as campanhas de monitoramento, novas andlises de
microbiologia foram realizadas, no entanto, a partir de amostras de agua.
Foi coletado 1 litro de dgua subterranea de cada ponto de amostragem.
Este volume de é4gua foi filtrado em Kitasato e bomba a vicuo,
utilizando-se filtro Millipore de 0,22 pm. Apods filtragem, os filtros
foram submetidos a extragdo do DNA seguindo os mesmos
procedimentos descritos anteriormente.
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3.3.2. PCR quantitativo (gPCR).

As andlises de biologia molecular foram realizadas utilizando o
método de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (real-time
quantitative polimerase chain reaction, gPCR). gPCR foi utilizado para
quantificar bactérias totais, redutoras de nitrito, redutoras de ferro (III)
(género Geobacter), redutoras de sulfato (o-Proteobacteria, como
Desulfovibrio, Desulfomicrobium, Desulfuromosa, e Desulfuromonas), e
arqueas (incluindo as metanogénicas). As analises foram realizadas no
equipamento Mastercycler ep realplex (Eppendorf). A quantifica¢do das
bactérias totais foi determinada utilizando-se os iniciadores (primers)
BACT1369F ¢ PROK1492R ¢ a sonda (probe) TM1389F (BELLER et
al., 2002). A concentragdo das arqueas foi estimada utilizando-se os
iniciadores ARCH1-1369F ¢ PROKI1541R e sonda TM1389F. Para a
quantificacdo desses micro-organismos, a reacdo de gPCR foi feita com
o kit Tagman (Applied Biosystems, EUA). A concentragdo das bactérias
redutoras de nitrito foi estimada utilizando-se os iniciadores nirK1F/
nirK5R e nirS1F/ nirS6R. A quantificagdo das bactérias redutoras de
ferro (I1I) foi obtida utilizando-se os iniciadores 561F e 825R. Bactérias
redutoras de sulfato foram quantificadas utilizando os iniciadores 361F e
685R. O kit para reagdo de gPCR utilizado para a quantificacdo dessas
bactérias foi o Sybr-Green (Applied Biosystems, EUA). Todos os
iniciadores e sondas foram obtidos da empresa [Integrated DNA
Technologies (Coralville, 1A, EUA). A concentracdo de bactérias por
amostra foi determinada de acordo com Da Silva e Alvarez (2004).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados aqui apresentados indicam as principais
caracteristicas do solo e da agua subterrdnea nas areas experimentais
antes da liberagdo dos produtos e a variagdo das grandezas
biogeoquimicas na agua subterranea apds as liberagdes controladas de
B100 e B20.

4.1.  CARACTERIZAGAO INICIAL DA AREA EXPERIMENTAL

4.1.1. Caracterizac¢io hidrogeoldgica

O monitoramento da variagdo das cargas potenciométricas do
lengol fredtico na area experimental permitiu a definicdo da direcdo
preferencial do fluxo da agua subterranea na regido dos experimentos.
Um mapa potenciométrico tipico é mostrado na FIGURA 4.1. A partir
de entdo, foi possivel alocar as fontes de contaminagdo e determinar a
orientagdo dos pocos de monitoramento das plumas de compostos
dissolvidos. A localizagdo dos experimentos na area também pode ser
observada nesta figura.
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A partir dos dados de carga potenciométrica, medidos nos
piezometros localizados proximos aos experimentos, ¢ da condutividade
hidraulica na por¢do saturada determinada por Lage (2005), estimou-se
a velocidade intersticial da agua subterrdnea no local dos experimentos
(ver item 3.1.1 para maiores detalhes). Esta velocidade foi estimada em
6,5 m.ano'l, valor este muito proximo ao relatado em Chiaranda (2006),
de 6,0 m.ano™', para um experimento préximo a estes.

O monitoramento das flutuagdes do lengol fredtico na area
indicou que este varia, em média, de 1,0 a 2,0 metros de profundidade
em relacdo ao nivel do terreno. Esta variacdo ¢ mostrada na FIGURA
4.2. Nesta mesma figura também ¢ possivel observar a variagdo
pluviométrica proxima a area onde se localizam os experimentos € como
ela influencia a variag¢@o do lengol. A precipitagdo total anual média para
os anos de 2007, 2009 e 2010 foi de 1360 mm. O ano de 2008 ndo foi
considerado nesta média uma vez que nio foi possivel determinar o total
anual devido a falhas no pluviografo durante os meses de agosto a
dezembro deste ano.
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As caracteristicas fisicas do solo também foram avaliadas.
Sondagens foram executadas durante a instalagdo dos pogos de
monitoramento nas dreas experimentais, em regides proximas as fontes
de contaminagdo e aos pocos de monitoramento denominados PM 28
(FIGURA 4.3). Estes pontos foram escolhidos a fim de se obter uma
melhor caracterizacdo do solo na regido da fonte e a, aproximadamente,
11,5 metros de distancia desta (PM 28), por onde se esperava que a
pluma de contaminagdo fosse se estender (anteriormente a readequagio
das 4reas experimentais com a alocagdo de mnovos pocos de
monitoramento).

pya PUS

e EE

ousth
4

® Sondagens

|
0 2 4m

FIGURA 4.3 — Detalhe dos pogos utilizados para analises de estratigrafia do solo.
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Os resultados das sondagens realizadas para caracterizagdo do
perfil estratigrafico mostraram que ambas as areas (denominadas B100 e
B20) apresentaram solo semelhante, com predominio de camadas
arenosas (FIGURA 4.4 e FIGURA 4.5). A é4rea B100, no entanto,
aparentou ser constituida por uma areia com um teor um maior de argila,
o que foi posteriormente confirmado através da analise de determinagdo
da granulometria dos graos (TABELA 4.1).

N B100 s
Fonte PM 23 PM 28
0.50
B =
e il — 1.00
1.30
1.56 - —
180 ——— — — — — — SR 1.80
2.25
3.10 3.00
3.25 - =
3.56 LT
} 7.50m 2,00 m —=}=—2.00m —~|
Legenda
l:l Areia fina escura com matéria orgéanica l:l Areia fina clara
l:l Avreia fina marrom escuro com tragos alaranjados l:l Areia fina pouco argilosa clara
l:l Areia fina argilosa marrom claro l:l Areia fina argilosa escura com tragos
alaranjados
l:l Areia fina clara com tragos alaranjados
[
0 1 2m

FIGURA 4.4 — Perfil estratigrafico da area B100.
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NO B20 s
Fonte PM 28
05 —r—— — — — — — — — — BN
e = = 0.75
105 — 11 — — — — T T\ .
1.97
2.08 ——— 520
i = 225
2.65 A S
3.00
| 11.50m }
Legenda
I:l Areia fina escura com matéria organica I:l Areia fina clara com tragos alaranjados
I:l Areia fina marrom escuro com tragos alaranjados I:l Areia fina marrom claro
I:l Areia fina clara
— |
0 1 2m

FIGURA 4.5 — Perfil estratigrafico da area B20.

Como descrito no item 3.1.1, apés a avaliagdo dos perfis
estratigraficos obtidos, algumas camadas foram selecionadas para a
realizagdo de analises granulométricas. Os resultados destas analises
confirmaram que as areas sdo constituidas, em sua grande maioria, por

areia fina (TABELA 4.1).

TABELA 4.1 — Resultado das analises granulométricas realizadas nas diferentes
camadas de solo encontradas na area experimental.

Quantidade de graos, em %

Camada " X A - - p
Argila | Silte | AreiaFina | AreiaMédia | AreiaGrossa
Areia fina, marrom escuro ¢/ tragos ala. | 6,53% | 4,28% | 73,10% 16,10% 0,00%
Areia fina, argilosa, marrom claro 15,10% | 3,14% | 68,97% 12,59% 0,20%
Areia fina, pouco argilosa, clara 7,36% | 2,06% | 88,61% 1,97% 0,00%
Areia fina, clara 4,86% | 3,64% | 82,70% 8,80% 0,00%
Areia fina, marrom claro 3,38% | 1,03% | 85,90% 9,69% 0,00%
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Os resultados granulométricos confirmaram a presenca de um
teor de argila maior na area com B100, em relagdo a area com B20. A
caracterizacdo visual da camada em torno de 1,0 e 1,5 metro de
profundidade como mais argilosa foi dada como certa uma vez que se
constatou a presenga de 15% de argila (franco-argilosa). O mesmo
ocorreu para a camada com profundidade entre 2,0 e 3,0 metros. Ja na
area experimental com B20, as amostras escolhidas para andlise
apresentaram menor teor de argila e silte e maior teor de areias (fina e
média), assim como era esperado.

Para a caracterizagdo dos argilominerais presentes na fracdo
argilosa das camadas de solo, foram realizados ensaios de difratometria
de raios-x. Os resultados destas analises sdo representados através de
difratogramas. A FIGURA 4.6 mostra um exemplo de difratograma
obtido. Em todas as amostras foi encontrado quartzo. Em 4 delas, ilita e
caulinita. Em 3 das 5 amostras, detectou-se a presenca de gibbsita. Em 2
amostras foram encontrados esmectita ¢ vermiculita e, somente em uma,
clorita. Estes resultados podem ser observados na TABELA 4.2.
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O quartzo caracteriza-se por ser uma areia muito fina e sua
principal influéncia no escoamento da dgua subterranea sera mecanica,
uma vez que preenchera os espagos vazios entre os graos que compdem
o solo. Com exce¢do do quartzo, todos os argilominerais detectados
apresentam propriedades eletrostaticas, que propiciam troca idnica e
adsorcdo de agua. A forma estrutural e a composi¢cdo mineraldgica sdo
as caracteristicas que diferenciardo o comportamento de cada um deles
no solo.

A gibbsita, por exemplo, ¢ um 6xido de aluminio que apresenta
forma equidimensional e atua como agente desorganizador do solo,
diminuindo as for¢as de coesdo e adesdo, a plasticidade, a pegajosidade
e a dureza do solo, aumentando a capacidade de drenagem. Os demais
argilominerais detectados sdo silicatados (formados basicamente por
camadas de silica (SiO;) e hidroxido de aluminio (Al,(OH);). Destes, a
caulinita e a clorita, apesar de apresentarem diferentes arranjos
estruturais, sdo considerados pouco expansivos em contato com a dgua e
de baixa capacidade de troca catidonica, o que confere ao solo baixa
plasticidade, boa agregagdo, aeracdo e permeabilidade. Ao contrario
destes, a ilita, a vermiculita e a esmectita apresentam estruturas que
permitem um grau maior de expansibilidade quando em contato com
liquidos polares (GRIM, 1962).

A ilita é considerada uma argila parcialmente expansiva e com
baixa capacidade de troca catidnica, propriedades que lhe conferem
baixa adsor¢do de agua e plasticidade. A vermiculita ja apresenta um
grau de expansibilidade maior e alta capacidade de troca catidnica, o que
a torna mais plastica e pegajosa. A esmectita, no entanto, ¢ de grande
importancia por ter o maior grau de expansido quando em contato com a
agua, dificultando a drenagem nos locais em que estiver presente
(GRIM, 1962).

A expansdo das argilas em contato com a agua deve-se
principalmente a caracteristica polar desse liquido, que favorece sua
sor¢do no espago interplanar basal dos argilominerais. Isso significa que
outros liquidos também podem ser adsorvidos pelas argilas,
apresentando, porém, comportamentos distintos em fungdo do grau de
polaridade dos mesmos. A presenca da esmectita no solo, por exemplo,
faz com que o coeficiente de condutividade hidraulica saturada relativo
a agua apresente resultados discrepantes quando comparados com os
resultados medidos para o petroleo e seus derivados, diferenca esta que
pode ser de até 10° vezes mais para as amostras percoladas por
hidrocarbonetos de petroleo (OLIVEIRA, 2001).
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E bom ressaltar, no entanto, que é muito importante avaliar o teor
de argila presente no solo. Oliveira (2001) constatou que, acima de um
percentual de 40%, as argilas passam a ser predominantes e influenciam
a hidrodinamica dos fluidos significativamente.

Os resultados dos ensaios utilizando a Mesa de Tensdo revelaram
que a porosidade efetiva (1) no local varia de 18% a 20%, valores
caracteristicos para solos arenosos. As amostras foram coletadas em
triplicatas e os resultados obtidos sdo mostrados na TABELA 4.3.

TABELA 4.3 — Resultado da analise da porosidade efetiva (n.).

Camada Porosidade Efetiva
Média (%)
Areia fina, marrom claro 18,27
Areia fina, marrom escuro, ¢/ tracos alaranj. 18,55
Areia fina, clara 19,82

4.1.2. Caracterizaciio hidrogeoquimica

O resultado da caracterizagdo da agua subterranea, realizada
previamente a liberacdo dos contaminantes nas 4reas, pode ser
visualizado na TABELA 4.4. Os valores referem-se as medianas de cada
uma das grandezas determinadas. A coluna Total refere-se a area total
de cada experimento e considera todos os pogos e niveis de
monitoramento para o calculo da mediana; a coluna PMF considera
somente o pogo de monitoramento da Fonte (todos os niveis); ¢ a coluna
PM09 considera somente o pogo de monitoramento nomeado como “09”
(todos os niveis). Os valores ndo detectados foram substituidos pela
metade do limite de detecgdo (GILBERT, 1987). Os resultados
encontrados indicam que se trata de uma area com baixa disponibilidade
de oxigénio dissolvido e alguma disponibilidade de nitrato (detectado
principalmente nos primeiros niveis, devido a utilizagdo anterior da area
(pecuaria)), boa disponibilidade de sulfato, temperatura favoravel a
ocorréncia de atividades biologicas e pH levemente acido.



74

"0B50319p 9P SJIWII| Op SPEBISUI & SJUI9JAI IO[eA (B ‘OpeSI[eUER OBU — "V'N :SBION

©®C00°0 | 2000 | (T00°0 VN | 2000 | 2000 (. T3w) ouelo

L9°0 ¥Z°0 ST°0 SI°0 @900 v1°0 (- T8w) orer0y
800°0 ¥00°0 010° 810°0 800°0 L10° (,-7'3w) 03o5ng

0€‘c 99t TS 8LCT 0T‘11 482 (,,73w) oyeyng

€20 90°0 TE0 L9°0 L6 LY (- 18w) (11) 01104
@S10°0 | »ST10°0 | @SI00 | SI00 | SI00 | SI00 (;-18w) onmIN

$6°9 €LY €2°0 9T‘1 €1°0 #0°0 (,/1Sw) oyenIN
@900 | ©90°0 | 900 | 900 | 900 | 90 (. TSw) oyeysoq
@S00 | @S00 | SO0 | SO0 | SO0 | SO0 (/7' 3w) ojoworg
7661 9401 €TEI LT9 9L 61°L (,/13w) o3a10[)

8Tt 9y vry STy LTV 8¢y Hd

V'N 65°6¢ vI°LS VN IS §9°CS (. Tt0DeD3W) ZopIOy

V'N 00°0 00°0 V'N 00°0 00°0 (- Tt0DeD3w) opeprur[eo[y

vZ°0 $€0 8€°0 1€°0 0Z°0 870 (. TSux) opIAJOsSIp OTURSIXO
9¢h+ 00+ 68¢+ €8¢+ €5E+ 8¢+ | (Aw) opdnpaI-Ixo op [e1OULI0]
e v6°TC 01°€T 0¥°TC 07'€C Teee (Do) emerdwd |
60INd | ANd eoL | 60INd | ANd [eloL I ——

07d a1y 0019 ed1y

‘sojnpoid sop 0BdBIdqI BP SOIUE BIUBLIAQNS BNSE BP OBdEZLION0RIR) — ' VIAIV.L




75

As TABELA 4.5 e TABELA 4.6 mostram os resultados das
analises realizadas pela CIDASC para determinag@o do teor de matéria

trientes no solo. Segundo Jaramillo (1996), pode-se

converter o valor do teor de matéria organica a teor de carbono

A

organica e nu

1,72. O

resultado dessa conversdo também ¢é mostrado na TABELA 4.5. As

r

, dividindo-se o percentual da matéria orginica por

organico

analises geoquimicas demonstraram que o solo da area experimental ¢

caracterizado por baixo teor de carbono organico (tipico de solos

tropicais) e baixas concentragdes de macro e micronutrientes.
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4.1.3. Analises microbioldgicas

Anteriormente a liberagdo dos produtos nas areas experimentais,
foram coletadas amostras de solo saturado em cada uma das fontes de
contaminac¢do para determinagdo e caracterizagdo da microbiota local
(analises microbioldgicas controle — background). Os resultados
preliminares obtidos demonstraram que a concentragdo bacteriana do
local foi baixa (= 10° copias de genes de bactérias totais. g solo ),
conforme demonstrado pelas analises de gPCR. Esta concentragdo de
bactérias relativamente baixa pode ser justificada pelo baixo teor de
matéria organica. Baixos indices de matéria organica refletem em baixa
concentracdo de carbono orgénico disponivel para o crescimento celular.
De todos os grupos de bactérias investigados (listados no item 3.3.2),
somente bactérias totais foram detectadas. Como a concentra¢do de
bactérias totais foi relativamente baixa, a concentragdo de grupos
especificos de bactérias (redutoras de ferro (III), nitrito, sulfato, etc.)
esteve muito abaixo do limite de detecgdo do equipamento (= 10* copias
de genes de bactérias totais. g solo ).

42. MONITORAMENTO DOS EXPERIMENTOS DE CAMPO

Os experimentos com liberagdo controlada de biodiesel foram
monitorados através de coletas e analises (em campo e em laboratorio)
de amostras de 4agua subterrdnea. No total, foram realizadas seis
campanhas de coleta/analise. A primeira ocorreu antes da libera¢do dos
produtos de modo a determinar os parametros fisico-quimicos de
referéncia do local (background). As demais ocorreram conforme
mostrado na TABELA 4.7.

O tempo de duragdo de cada campanha variou conforme a
quantidade de pogos escolhidos para coleta/analise em cada area. Na
maioria das campanhas, foram monitorados os pogos numerados de 1 a
25 (FIGURA 4.7). No entanto, para apresentagdo dos resultados, foram
considerados apenas os pocos Fonte e PM09 (PM - pogo de
monitoramento) (FIGURA 4.7 e FIGURA 4.8) de cada uma das areas
experimentais. Estes pontos foram escolhidos, pois representam a
direcdo da linha central da pluma de compostos dissolvidos, em que
foram detectadas as maiores concentragdes dissolvidas de contaminantes
e de subprodutos metabdlicos. Nestes pontos, todos os niveis de
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FIGURA 4.7 — Distribuicdo dos pogos nas areas experimentais. Em destaque
estdo os pocos escolhidos para representagdo dos resultados,
Fonte e PM09.
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4.2.1. Experimento com 100 litros de biodiesel puro de soja (B100)

A ocorréncia de processos naturais de atenuacdo do biodiesel
puro (B100) na agua subterrdnea experimental foi avaliada através do
consumo dos receptores de elétrons disponiveis nesse ambiente, da
formagdo de subprodutos metabolicos e da variagdo de indicadores
fisico-quimicos como o potencial de oxidagdo-redugdo, pH,
alcalinidade, acidez, dentre outros descritos no capitulo Materiais e
Meétodos.

As maiores variagdes ocorreram nos pogos Fonte ¢ PM09 e nos
dois primeiros niveis de monitoramento, 2 € 3 metros, 0s mais proximos
a profundidade em que o produto foi liberado na area experimental (1,5
metro). As variagdes detectadas em cada uma dessas duas profundidades
podem ser visualizadas nas figuras a seguir. A FIGURA 49 e a
FIGURA 4.10 referem-se as variagdes detectadas no nivel de
monitoramento 2 metros € a FIGURA 4.11 e a FIGURA 4.12, referem-
se ao nivel 3 metros. O perfil de variagdes por nivel de monitoramento
(variacdo vertical) esta disponivel no Apéndice A.
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FIGURA 4.9 — Variagdes detectadas no experimento B100 ao longo do tempo,
nos pogos Fonte e PM09, no nivel 2 metros: A) Oxigénio
dissolvido; B) Potencial de oxi-redugdo; C) Nitrato; D) Ferro
II; E) Sulfato; F) Sulfeto.
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FIGURA 4.10 — Variagdes detectadas no experimento B100 ao longo do tempo,
nos pocos Fonte e PM09, no nivel 2 metros: A) Acetato;
B) Metano; C) Brometo; D) Acidez; E) Alcalinidade; F) pH.
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FIGURA 4.11 — Variagdes detectadas no experimento B100 ao longo do tempo,
nos pogos Fonte e PMO09, no nivel 3 metros: A) Oxigénio
dissolvido; B) Potencial de oxi-redugdo; C) Nitrato; D) Ferro
1I; E) Sulfato; F) Sulfeto.
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FIGURA 4.12 — Variagdes detectadas no experimento B100 ao longo do tempo,
nos pocos Fonte e PM09, no nivel 3 metros: A) Acetato;
B) Metano; C) Brometo; D) Acidez; E) Alcalinidade; F) pH.
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Em relacdo aos receptores de elétrons disponiveis, o ambiente em
que houve a liberacdo do biodiesel puro de soja foi considerado
anaerébio, uma vez que as concentragdes de oxigénio dissolvido
detectadas apds a liberagdo do biodiesel permaneceram, na maioria das
vezes, menores que 0,5 mg.L'1 (WIEDEMEYER et al., 1999) (FIGURA
4.9 A e FIGURA 4.11 A). As condigoes redutoras detectadas no meio,
apos a adicdo do contaminante, também indicaram evidéncias da
ocorréncia de processos anaerobios de biodegradagdo do biodiesel de
soja. Somente ap6s 1 ano da liberagdo dos 100 litros de B100, o
potencial de oxidagdo-redugdo permaneceu negativo (FIGURA 4.9 B e
FIGURA 4.11 B).

Em ambientes anaerdbios, os principais constituintes do biodiesel
(os ésteres metilicos) sdo primeiramente hidrolisados a metanol e 4cidos
graxos de cadeia longa, e estes ultimos s@o, entdo, convertidos a acetato
e hidrogénio (e, em menor quantidade, a proprionato e butirato) por
bactérias sintroficas acetogénicas produtoras obrigatdrias de hidrogénio
(APOH) (TABELA 4.8) (SCHINK, 1997). Na presenga de receptores de
elétrons inorganicos, bactérias ndo sintroficas, como as sulfato
redutoras, podem competir com as sintroficas acetogénicas pela
conversdo dos substratos disponiveis, nesse caso, principalmente, os
acidos graxos de cadeia longa, durante a rota f-oxidagdo (COLLERAN
et al.,, 1995; RABERS et al., 2000). Apesar desta possibilidade, a
presenca de bactérias ndo sintroficas, em comunidades degradadoras de
AGCL, foi verificada predominantemente durante a conversdo dos
compostos secundarios formados durante a degradacdo dos AGCL
(SOUSA, 2006; SOUZA et al., 2007; SOUSA et al, 2009a; SOUSA et
al, 2009b). Postgate (1984) e Singleton (1993) também concluiram que,
em ecossistemas naturais, ¢ mais provavel que as bactérias sulfato
redutoras estejam envolvidas com os ultimos estagios de mineralizagdo
de um composto do que aos estagios iniciais de fermentacao.

Da mesma forma, atribuiu-se o consumo dos receptores de
elétrons inorganicos disponiveis na area do experimento com B100,
principalmente, a transformacdo dos subprodutos da degradacdo dos
AGCL. Foram observados acamulos de ferro 11 (de até 100 mg.L™' na
Fonte (FIGURA 4.9 D)) e sulfeto (de até 15 mg.L™" na Fonte (FIGURA
4.11 F)) na 4gua subterranea, até o 20° més de monitoramento, mesmo
periodo em que foram detectadas as maiores concentra¢des de acetato
(até 120 mg.L" na Fonte (FIGURA 4.10 A), o principal subproduto da
biodegradacao anaerdbia do biodiesel. A producgdo de acetato e demais
acidos graxos volateis aumentou a acidez do meio (FIGURA 4.10 D ¢
FIGURA 4.12 D). Transcorridos dois anos da liberagdo do produto na
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area, foram detectadas menores concentragdes de ferro II, sulfeto e
acetato, enquanto maiores concentracdes de metano passaram a ser
observadas (FIGURA 4.10 B e FIGURA 4.12 B). Esse seria um indicio
de que o esgotamento da limitada quantidade de receptores de elétrons
inorganicos na area favoreceu o predominio da metanogénese, etapa
mais significativa na remoc¢do de subprodutos metabdlicos, como o
acetato, em ambientes subterrancos (NUNES, 2006; NUNES e
CORSEUIL, 2007).

A atividade metanogénica foi observada, portanto, mesmo o pH
do meio de estudo tendo apresentado caracteristica acida durante todo o
periodo de monitoramento. Outros estudos também observaram o
desenvolvimento da metanogénese em pH mais 4cido. Estudos
desenvolvidos com sedimentos de lagoa mostraram que a metanogénese
acetoclastica (formacdo de metano a partir da transformacao de acetato)
ocorreu a pH 5,6, embora em taxas menores do que se estivesse
ocorrendo a pH neutro (PHELPS e ZEIKUS, 1984). J4 em reatores
anaerébios, a atividade das metanogénicas hidrogenotroficas foi
observada em pH abaixo de 5,0, embora as metanogénicas acetoclasticas
tenham sido inibidas a partir desse valor (HWANG et al., 2004; (KIM et
al., 2004). Nestes reatores, atividades metanogénicas originadas da
utilizagdo de hidrogénio foram encontradas em pH 4,0 (HWANG et al.,
2004) e pH 4,5 (KIM et al., 2004). As arqueas metanogénicas
hidrogenotroficas, portanto, se mostraram mais tolerantes a condigdes
acidas em relagdo as demais metanogénicas. Outro aspecto importante a
ser considerado ¢ que as arqueas metanogénicas ndo tendem a crescer
em suspensdao em biorreatores, mas formando agregados e que a
conversdo de acido acético a acido carbonico (mais fraco) ocorre,
portanto, no interior destes agregados. Com base nisso, De Beer et al.
(1992) mostraram que o pH no interior dos agregados é maior do que o
pH no meio liquido, uma vez que o 4acido mais forte (acético) €
transformado em um acido mais fraco (carbonico).

Para exemplificar a relevancia da metanogénese em relacdo aos
demais processos de degradacdo no ambiente subterrdneo (com baixa
disponibilidade de receptores inorganicos), determinou-se o percentual
de acetato que foi consumido em cada um dos processos redox. Para
isso, foi feito o balango estequiométrico de consumo, via diferentes rotas
de oxidagdo-redugdo, do acetato produzido durante a degradacdo do
biodiesel, utilizando-se o modelo energético de biodegradacdo de
McCarty, que considera a producdo celular (McCARTY, 1969)
(TABELA 4.9). Detalhes dos calculos podem ser visualizados no
Apéndice C.
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Conforme as reagdes apresentadas na TABELA 4.9, o consumo
de 1 mol de oxigénio estd relacionado a conversdo de 1,22 moles de
acetato, enquanto o consumo de 1 mol de nitrato estd relacionado a
conversdo de 1,47 moles de acetato. Quanto aos produtos acumulados, a
produgdo de 1 mol de ferro II esta relacionada ao consumo de 0,3 mol
de acetato, a producdo de 1 mol de sulfeto (H,S + HS") esta relacionada
ao consumo de 1,09 moles de acetato e a produgdo de 1 mol de metano,
ao consumo de 1,05 moles de acetato (TABELA 4.10).

TABELA 4.10 — Relagdes estequiométricas para o consumo de acetato.

Reagdo Relagdo
. 1,22 (OZCH3COO_)

Respiragdo aerdbia
Nitrato redugdo 11,47 (NO3:CH5COO0)

Ferro reducdo : 0,30 (Fe*?:CH5C00)

Sulfato redugdo 11,09 (S : CH3COO)

R N

Metanogénese 11,05 (CH4:CH5COO)

Com base nestas relagdes estequiométricas, foi possivel
determinar as concentragdes de acetato necessarias a transformagdo das
concentracdes detectadas no meio de receptores de elétrons inorganicos
(oxigénio e nitrato) e de produtos formados (ferro II, sulfeto e metano).
Para isso, as concentragdes méssicas (mg.L"') detectadas de cada
receptor de elétrons e dos produtos foram transformadas em
concentragdes molares (mol.L™), através da divisdo pelas respectivas
massas molares, ¢ depois transformadas em concentragdes molares de
acetato consumido, através da multiplicagdo da concentragdo molar de
cada receptor ou produto pelo nimero de moles de acetato consumido
equivalente (TABELA 4.10). De posse destes valores e da quantidade
total de acetato consumido em cada periodo monitorado, foi possivel
atribuir a cada processo redox uma porcentagem de participagdo na
biodegradagdo do acetato (FIGURA 4.13, FIGURA 4.15, FIGURA 4.17
e FIGURA 4.19) (detalhes dos célculos podem ser visualizados no
Apéndice D). As quantidades consumidas de acetato que correspondem
a cada um destas porcentagens foram expressas em termos de
concentragio (mg.L") e podem ser visualizadas nas FIGURA 4.14,
FIGURA 4.16, FIGURA 4.18 ¢ FIGURA 4.20. Embora o predominio da
metanogénese na biodegradacdo do acetato tenha ocorrido somente dois
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anos apés a liberacdo do biodiesel puro de soja na area, esse foi o
processo mais significativo na remogdo do acetato.

100% Acetato Consumido no B100 (Fonte - nivel = 2 metros)

[ Metanogénese
[ZZ2 Sulfato Redugéo
BN Ferro Redugéo
80% | B Nitrato Redugao
I Respiragdo Aerdbia

60%

40%

Porcentagem

20%

0% ;
10 15 20 25 30
Tempo (meses)
FIGURA 4.13 — Distribuicdo percentual de acetato consumido entre os
diferentes processos de biodegradacao atuantes na Fonte do
B100, a 2 metros de profundidade.
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FIGURA 4.14 — Quantidade de acetato consumido em cada um dos diferentes
processos de biodegradagao atuantes na Fonte do B100, a 2

metros de profundidade.
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Acetato Consumido no B100 (Fonte - nivel = 3 metros)
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FIGURA 4.15 — Distribuicdo percentual de acetato consumido entre os
diferentes processos de biodegradacao atuantes na Fonte do
B100, a 3 metros de profundidade.
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FIGURA 4.16 — Quantidade de acetato consumido em cada um dos diferentes
processos de biodegradacao atuantes na Fonte do B100, a 3
metros de profundidade.
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100% Acetato Consumido no B100 (PMO09 - nivel = 2 metros)
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FIGURA 4.17 — Distribuicdo percentual de acetato consumido entre os
diferentes processos de biodegradagao atuantes no PM09 do
B100, a 2 metros de profundidade.
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FIGURA 4.18 — Quantidade de acetato consumido em cada um dos diferentes

processos de biodegradagao atuantes no PM09 do B100, a 2
metros de profundidade.
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FIGURA 4.19 — Distribuicdo percentual de acetato consumido entre os
diferentes processos de biodegradacao atuantes no PM09 do

B100, a 3 metros de profundidade.
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FIGURA 4.20 — Quantidade de acetato consumido em cada um dos diferentes
processos de biodegradagao atuantes no PM09 do B100, a 3

metros de profundidade.
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Enquanto houve disponibilidade de receptores de elétrons
inorganicos no ambiente subterraneo, eles foram utilizados,
principalmente, na transformacdo dos subprodutos da degradacdo do
biodiesel. No entanto, nas concentragdes em que estes receptores se
encontravam presentes no meio, ndo foram suficientes para remover a
quantidade de matéria organica existente e por isso, mesmo durante a
ocorréncia destes processos de oxidagdo-redugdo, uma quantidade
expressiva de subprodutos, como o acetato (120 mg.L" , FIGURA 4.10
A), ainda permaneceu na area. Outros subprodutos, como propionato e
butirato, também foram detectados no experimento com B100, embora
em concentragdes muito menores quando comparadas as concentragoes
detectadas de acetato (FIGURA 4.21). A partir do momento em que
houve o esgotamento dos receptores inorganicos e a metanogénese
passou a ser a etapa principal na transformacdo dos subprodutos, a
quantidade de subprodutos remanescentes decaiu consideravelmente. O
acetato, por exemplo, chegou a concentragdes inferiores a 4 mg.L™' na
Fonte (FIGURA 4.10 A), durante o predominio da metanogénese.
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FIGURA 4.21 — Acidos graxos volateis detectados no experimento com
B100: A) na Fonte; B) no PMO09.
Nota: Os gréaficos representam a distribuicdo de todas as concentragdes
detectadas nas diferentes profundidades de monitoramento.
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Resultados obtidos através de analises de agua subterranea com
técnicas de biologia molecular refor¢aram os resultados das analises
fisico-quimicas a partir de evidéncias dos processos microbioldgicos
atuantes e indicaram um aumento de bactérias totais estimulado pela
presenga do biodiesel (nas amostras controle foram detectadas 103
copias de gene de bactérias totais.g solo-1 e nas amostras de agua
subterrdnea apos a liberagdo do B100 foram detectadas 108 copias de
gene de bactérias totais.g de solidos suspensos totais -1). Aos 20 meses,
foram detectadas na Fonte do experimento com B100, nivel 2 metros,
maior quantidade de copias de bactérias totais (2,35 x 108 copias de
gene.g de SST-1) do que arqueas (inclusive metanogénicas) (9,33 x 107
copias de gene.g de SST-1). Das bactérias especificas analisadas, as
ferro (III)-redutoras (Geobacter sp.) foram encontradas em maior
quantidade (8,85 x 104 copias de gene.g de SST-1). De fato, neste
mesmo periodo (e local), foram observados um maior consumo de
acetato devido a reducdo do ferro (IIT) (FIGURA 4.14) e o maior pico de
produgdo de ferro (II) (FIGURA 4.9 D). Ja aos 25 meses, foram
detectadas na Fonte do B100, nivel 3 metros, maior concentragdo de
arqueas (1,92 x 10° copias de gene.g de SST™) do que de bactérias totais
(6,89 x 10" copias de gene.g de SST'), ressaltando o possivel
predominio da metanogénese no ambiente a partir desse periodo. Das
bactérias detectadas, nenhuma comunidade especifica (bactérias
redutoras de nitrito, de ferro, de sulfato) pdde ser identificada, pois as
quantidades detectadas estavam abaixo do limite de detecc¢do (1,0 x 103
copias de gene.g de SST-1). Ainda neste periodo (25 meses), também
foram detectadas mais copias de arqueas (1,06 x 10® copias de gene.g de
SST™) do que bactérias totais (3,95 x 107 copias de gene.g de SST™) no
pogo PMO9, nivel 2 metros, do experimento com B100. Das bactérias
totais, foram identificadas tanto bactérias ferro redutoras (Geobacter sp),
quanto sulfato redutoras (Desulfuromonas acetoxidans, Desulfomonile
tiedjei,  Desulfosarcina  variabilis,  Desulfobacter — postgatei,
Desulfovibrio desulfuricans), numa propor¢cdo de praticamente 50%
cada (1,23 x 10* copias de gene.g de SST™ de ferro redutoras e 2,54 x
10" copias de gene.g de SST™ de sulfato redutoras).

Embora o biodiesel tenha estimulado o desenvolvimento da
microbiota nativa (comprovado pelo aumento da quantidade de bactérias
totais no meio), a adicdo de 100 litros deste biocombustivel na agua
subterranea, retardou em dois anos o predominio da metanogénese como
principal processo atuante na remocao dos subprodutos metabolicos do
biodiesel na agua subterranea.
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4.2.2. Experimento com 100 litros da mistura diesel/biodiesel
(B20)

Assim como para o experimento com biodiesel puro, a ocorréncia
de processos naturais de atenuacdo da mistura diesel/biodiesel (B20) na
agua subterrdnea foi avaliada através do consumo dos receptores de
elétrons disponiveis, da formagdo de subprodutos metabdlicos e da
variagdo de indicadores fisico-quimicos. Para esse experimento, as
maiores variagdes também ocorreram nos pogos Fonte e PM09, e nos
dois primeiros niveis de monitoramento, 2 e 3 metros de profundidade,
os mais proximos a profundidade em que os 100 litros da mistura B20
foram liberados na darea experimental (1,5 metro). As variagdes
detectadas em cada uma dessas duas profundidades sdo mostradas nas
figuras a seguir (FIGURA 4.22 a FIGURA 4.27). O perfil de varia¢des
por nivel de monitoramento est4 disponivel no Apéndice B.
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FIGURA 4.22 — Variagdes detectadas no experimento B20 ao longo do tempo,

nos pogos Fonte e PM09, no nivel 2 metros: A) Oxigénio
dissolvido; B) Potencial de oxi-redugdo; C) Nitrato; D) Ferro
II; E) Sulfato; F) Sulfeto.
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FIGURA 4.23 — Variagdes detectadas no experimento B20 ao longo do tempo,
nos pogos Fonte e PM09, no nivel 2 metros: A) Acetato;
B) Metano; C) Brometo; D) Acidez; E) Alcalinidade; F) pH.
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FIGURA 4.24 — Variagdes detectadas no experimento B20 ao longo do tempo,

nos pogos Fonte ¢ PM09, no nivel 2 metros: A) Benzeno;
B) Tolueno; C) BTEX totais; D) Etilbenzeno; E) Xilenos
totais; F) HPA totais.

Nota: a linha tracejada em vermelho representa o valor da solubilidade efetiva
do composto, conforme TABELA 2.4.
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FIGURA 4.25 — Variagdes detectadas no experimento B20 ao longo do tempo,
nos pogos Fonte e PM09, no nivel 3 metros: A) Oxigénio
dissolvido; B) Potencial de oxi-redugdo; C) Nitrato; D) Ferro
II; E) Sulfato; F) Sulfeto.
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FIGURA 4.26 — Variagdes detectadas no experimento B20 ao longo do tempo,
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FIGURA 4.27 — Variagdes detectadas no experimento B20 ao longo do tempo,
nos pogos Fonte e PMO09, no nivel 3 metros: A) Benzeno;
B) Tolueno; C) BTEX totais; D) Etilbenzeno; E) Xilenos
totais; F) HPA totais.
Nota: a linha tracejada em vermelho representa o valor da solubilidade efetiva

do composto, conforme TABELA 2.4.
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O ambiente em que foram liberados os 100 litros de B20 foi
considerado anaerdbio, pois as concentragdes de oxigénio dissolvido
detectadas permaneceram, na maioria das vezes, menores que 0,5 mg.L"!
(WIEDEMEYER et al., 1999) (FIGURA 4.22 A e FIGURA 4.25 A).
Além disso, condi¢des redutoras foram detectadas apds a liberagdo da
mistura no meio. Condigdes redox negativas predominaram no PM09
apos 1 ano da liberagdo; e na Fonte, essas condi¢cdes foram observadas
somente apds 20 meses (FIGURA 4.22 B e FIGURA 4.25 B).

Sob condigdes anaerdbias, os receptores de elétrons inorganicos
disponiveis no meio foram utilizados para a transformagdo da mistura
diesel/biodiesel. Observou-se o decaimento, nos trés primeiros meses,
das concentragdes aquosas de nitrato detectadas no meio antes da
liberagdo da mistura (FIGURA 4.22 C e FIGURA 4.25 C) e o acamulo
de espécies reduzidas, principalmente ferro II, durante o primeiro ano
apos a liberagdo (FIGURA 4.22 D e FIGURA 4.25 D). Como a
concentracdo aquosa dos compostos constituintes do diesel fossil foi
crescente durante todo o periodo do monitoramento (FIGURA 4.24 ¢
FIGURA 4.27), provavelmente o consumo dos receptores inorganicos
esteve mais associado a transformagdo do biodiesel. E, desta forma,
assim como para o B100, atribuiu-se o consumo dos receptores de
elétrons inorganicos disponiveis no meio, principalmente, a
transformacdo do acetato e do hidrogénio produzidos durante a
biodegradacdo dos AGCL (estes ultimos, produtos da hidrélise do
biodiesel).

Apesar de as razdes estequiométricas para transformagdo do
biodiesel e de seus subprodutos metabdlicos serem as mesmas para
ambos os experimentos (TABELA 4.8, TABELA 4.9 ¢ TABELA 4.10),
o volume de biodiesel puro de soja liberado no experimento com B20
foi 5 vezes menor em relagdo ao experimento com B100 (dos 100 litros
da mistura, somente 20 litros eram biodiesel puro de soja; os 80 litros
restantes eram diesel derivado de petroleo) e, portanto, as concentragdes
detectadas no meio, tanto de subprodutos metabodlicos quanto de
espécies reduzidas, também foram menores. Concentragdes de ferro II
chegaram a valores proximos a 25 mg.L'1 no pogo Fonte, na
profundidade 2 metros, apés um ano do inicio do experimento
(FIGURA 4.22 D). Ja a maxima concentracdo de sulfeto detectada foi de
1,30 mg.L" no nivel 2 metros do PMO09, para o mesmo periodo
(FIGURA 4.22 F). As concentragdes de acetato permaneceram baixas
durante todo o periodo de monitoramento, com maximas de 9 mg.L"
aos 20 e 25 meses (FIGURA 4.23 A e FIGURA 4.26 A). Além do
acetato, ndao foram detectados outros acidos graxos volateis, como o
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propionato e o butirato (FIGURA 4.28). A produgdo de espécies acidas
aumentou a acidez no meio (FIGURA 4.23 D e FIGURA 4.26 D), no
entanto, em concentragdes menores as detectadas para o experimento
com B100.
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FIGURA 4.28 — Acidos graxos volateis no experimento com B20: A) na Fonte;
B) no PMO09.
Nota: Nao houve formagdo de propionato e butirato. Os graficos representam a
distribuicdo de todas as concentragdes detectadas nas diferentes
profundidades de monitoramento.
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Somente a partir do primeiro ano da liberagdo dos 100 litros de
B20 na area experimental, a metanogénese passou a predominar no
meio. Aos 13 meses, concentragdes de metano proximas a 10 mg.L’
foram detectadas no PMO09, nivel 2 metros (FIGURA 4.23 B). Aos 20
meses, nesse mesmo pogo, as concentragdes de metano se encontravam
muito préximas ao valor de saturagio em 4gua (22 mg.L™") (TOXNET,
2008), ultrapassando esse valor apos dois anos. As altas concentragdes
de metano detectadas apds um ano da liberagdo da mistura estiveram
relacionadas, principalmente, & conversdo do acetato, uma vez que as
concentracdes deste composto se mantiveram baixas no ambiente. Além
disso, as altas concentragdes dos compostos aromaticos do diesel
detectadas na agua subterranea reforgaram a ideia de que, na mistura, o
biodiesel foi o combustivel preferencialmente degradado (assim como
em CORSEUIL et al., 2011b) e, portanto, as concentra¢des de metano
detectadas estiveram mais associadas a transformagdo do biodiesel.

A fim de se verificar a relevancia da metanogénese no consumo
de acetato, foi determinado, assim como para o experimento com B100,
o percentual de acetato que foi consumido via cada um dos processos
redox descritos na TABELA 4.9. O consumo de acetato via nitrato
reducdo pode ter sido subestimado, uma vez que o acimulo de nitrito (a
espécie reduzida intermediaria nesse processo) ndo foi observado,
provavelmente devido a instabilidade reativa deste composto. A
metanogénese passou a ser o principal processo de transformacdo apds 1
ano da libera¢do da mistura no ambiente e os maiores consumos de
acetato foram observados no PM09.
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FIGURA 4.29 — Distribuicdo percentual de acetato consumido entre os
diferentes processos de biodegradagdo atuantes na Fonte do

B20, a 2 metros de profundidade.
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FIGURA 4.30 — Quantidade de acetato consumido em cada um dos diferentes
processos de biodegradagao atuantes na Fonte do B20, a 2

metros de profundidade.



107

Acetato Consumido no B20 (Fonte - nivel = 3 metros)
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FIGURA 4.31 — Distribuicdo percentual de acetato consumido entre os
diferentes processos de biodegradacao atuantes na Fonte do
B20, a 3 metros de profundidade.
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FIGURA 4.32 — Quantidade de acetato consumido em cada um dos diferentes
processos de biodegradagao atuantes na Fonte do B20, a 3
metros de profundidade.
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FIGURA 4.33 — Distribuicdo percentual de acetato consumido entre os
diferentes processos de biodegradagao atuantes no PM09
do B20, a 2 metros de profundidade.
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FIGURA 4.34 — Quantidade de acetato consumido em cada um dos diferentes
processos de biodegradagao atuantes no PM09 do B20, a 2
metros de profundidade.
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FIGURA 4.35 — Distribuicdo percentual de acetato consumido entre os
diferentes processos de biodegradagao atuantes no PMO09
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FIGURA 4.36 — Quantidade de acetato consumido em cada um dos diferentes
processos de biodegradagao atuantes no PM09 do B20, a 3
metros de profundidade.

30



110

Analises de dgua subterrdnea com técnicas de biologia molecular
indicaram um aumento de biomassa, provavelmente estimulada pela
fragdo de biodiesel na mistura (controle ~ 10° copias de gene de
bactérias totais.g solo” e nas amostras de 4gua subterrinea apds a
liberagio do B20 foram detectadas ~ 10° copias de gene de bactérias
totais.g SST™') e reforgaram os resultados das analises fisico-quimicas.
Aos 17 meses, a quantidade de arqueas (inclusive metanogénicas) ja era
muito préxima ao de bactérias totais. Foram detectadas no PMO09 do
experimento com B20, nivel 3 metros, 5,78 x 10’ copias de gene de
arqueas.g de solidos suspensos ' e 9,93 x 107 copias de gene de
bactérias totais.g de SST™, sendo a grande a maioria destas bactérias
(1,72 x 10° copias de gene.g de SST™), ferro redutoras (Geobacter sp).
A partir dos 20 meses, verificou-se que a quantidade de bactérias totais
comecgou a decair. Para esse periodo foram detectadas na Fonte do B20,
nivel 3 metros 4,53 x 10 copias de gene de bactérias totais.g de SST™.
Destas, nenhuma bactéria especifica pode ser identificada, pois as
quantidades detectadas estavam abaixo do limite de detecgdo (1,0 10°
copias de gene.g de SST'I). Aos 23 meses, foram quantificadas na Fonte
do experimento com B20, nivel 2 metros, 3,02 x 10> copias de gene de
bactérias totais.g de SST, sem especificas (abaixo do limite de
detecgdo - 1,0 x 10° copias de gene.g de SST™). No pogo PM09, 3,83 x
10° copias de gene de bactérias totais.g de SST (sem especificas —
abaixo do limite de detecgdo - 1,0 x 10° copias de gene.g de SST™)
foram quantificadas no nivel 2 metros ¢ 2,74 x 10> copias de gene de
bactérias totais.g de SST™' foram identificadas no nivel 3 metros (sem
especificas — abaixo do limite de detecgdo - 1,0 x 10° copias de gene.g
de SST™).

Embora a adigdo de um volume menor (20 litros) de biodiesel no
ambiente tenha antecipado em um ano (em relagdo ao experimento com
100 litros) o tempo para que a metanogénese pudesse se estabelecer
como processo de transformagdo predominante no meio, a baixa
solubilidade do biodiesel e sua consequente lenta biodegradagdo
tornaram esta etapa ainda mais duradoura, o que retardou o inicio da
degradacdo dos compostos aromaticos presentes no diesel. Apos 29
meses da liberacdo da mistura na dgua subterranea, as concentragdes dos
compostos aromaticos do diesel na agua subterranea ainda era crescente
no meio.
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4.2.3. Implicacdes biogeoquimicas das diferentes cargas organicas
liberadas de biodiesel

No ambiente subterraneo de estudo, condigdes anaerdbias foram
predominantes durante a biodegradacdo do biodiesel puro de soja
(B100) e da mistura desse biocombustivel com diesel (B20). No
experimento em que houve a liberagdo de 100 litros de B20 (20 litros de
biodiesel de soja e 80 litros de diesel), condi¢des metanogénicas foram
predominantes apdés um ano da liberacdo da mistura, e para o
experimento com 100 litros de B100 (100 litros de biodiesel de soja),
condigdes metanogénicas passaram a predominar somente apds dois
anos.

Em ambientes metanogénicos, nos quais os receptores de elétrons
disponiveis sdo prétons e didxido de carbono, as relagdes sintroficas
entre 0s micro-organismos sao particularmente importantes para a
eficiente biodegradagdo dos compostos organicos. Nestes ambientes, as
reacdes envolvidas nos processos metabolicos de biodegradagdo
ocorrem em etapas sequenciais, com os produtos de um estagio atuando
como substrato para o préximo. Nos casos em que a energia livre padrdo
de uma das reagdes envolvidas for positiva (AG® > 0), os processos
metabodlicos s6 serdo termodinamicamente favoraveis nas condig¢des
ambientais (AG < 0) se os produtos desta reacdo forem mantidos em
baixas concentragdes, conforme a Equacdo da Energia Livre (Equagéo
4.10). Para isso, a transferéncia de produtos intermediarios entre os
micro-organismos que atuam nos diferentes estagios sera fundamental.

_ 0 [Produtos]?
AG = AG® + RTIn [Reagentes]® (4.10)
em que:
AG = variagdo da energia livre em condi¢des variaveis [kJ.mol™];
AG° = variagdo da energia livre em condi¢des padrdes
(concentragdo 1 M, temperatura 25°C e pressdo 1 atm)
[kJ.mol™];
R = constante universal dos gases [R = 0,008314 kJ.K™'.mol™];
T = temperatura na agua subterranea [K];

[Produtos] = concentragdo dos produtos na agua subterranea [mol.L'];
[Reagentes] = concentragdo dos reagentes na dgua subterranea [mol.L™'];

aeb = coeficientes estequiométricos das equagdes balanceadas.
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Considerando que as reagdes envolvidas na biodegradag¢do dos
compostos do biodiesel geram acetato e hidrogénio e que, estas reagdes
sdo endergonicas (AG®° > 0) sob condi¢des padrio (TABELA 4.11,
Reagdes 4.11 e 4.15), a biodegradagdo destes combustiveis s6 ocorrera
nas condigdes do ambiente (AG < 0) se as concentragdes de acetato e
hidrogénio permanecerem baixas no meio. Para isso, o acetato e o
hidrogénio terdo de ser consumidos nos estagios seguintes envolvidos
no processo global de biodegradagdo. As opgdes termodindmicas mais
provaveis para o consumo destes produtos no meio, em condigdes
metanogénicas, estdo listadas na TABELA 4.11 e sdo exemplificadas
pelo composto hidrolisado mais abundante proveniente do biodiesel, o
acido linoleico (C18:2). Conforme estas opgdes, a conversdao do acetato
poderd ocorrer por bactérias acetogénicas sintroficas produtoras
obrigatorias de hidrogénio (APOH) (Reagdo 4.12) ou pelas arqueas
através da metanogénese acetoclastica (Reagdo 4.16). Embora esta
ultima opgdo seja termodinamicamente mais favordvel nas condicdes
padrdes, ela foi considerada uma etapa limitante no processo de
biodegradacdo do biodiesel devido ao efeito toxico/inibitorio dos AGCL
sobre o0s micro-organismos anaerobios, especialmente arqueas
acetoclasticas (HANAKI et al., 1981; KOSTER ¢ CRAMER, 1987;
ANGELIDAKI e AHRING, 1992; RINZEMA et al., 1994; LALMAN,
2000; LALMAN ¢ BAGLEY, 2000; LALMAN ¢ BAGLEY, 2001;
LALMAN e BAGLEY, 2002). No caso da degradacdo sintrofica do
acetato, como também se trata de uma reacdo endergbnica com
producdo de hidrogénio, esta reacdo também dependerd da remogdo de
hidrogénio do meio liquido. A remocdo de hidrogénio serad feita por
arqueas metanogénicas hidrogenotroficas, com a reducido do didxido de
carbono a metano (Reagdes 4.13 e 4.17).
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O acumulo de acetato e/ou hidrogénio na fase dissolvida pode,
portanto, desencadear limitagdes termodinadmicas que afetam a
continuidade do processo de biodegradacdo dos compostos organicos.
Nos experimentos de campo, a ocorréncia ou niao do acumulo de
produtos no meio esteve relacionada as diferentes cargas organicas de
biodiesel liberadas no meio. Para o experimento com 100 litros de
biodiesel puro (B100), altas concentragdes de acetato foram detectadas
na fase dissolvida, tanto na regido da fonte de contaminagdo quanto a 2
metros de distdncia da mesma (PM09) (FIGURA 4.37). Ao contrario,
para o experimento em que houve a liberagdo de 20 litros de biodiesel
puro (mistura B20), baixas concentragdes de acetato remanescente no
meio liquido foram detectadas (FIGURA 4.37). Como o volume da
matéria mais facilmente biodegradavel (biodiesel) foi menor no
experimento com a mistura de combustiveis (B20), a producdo de
acetato também foi menor e, portanto, nas concentragdes em que se
encontrava no meio, grande parte do acetato do B20 pdde ser
rapidamente consumida, implicando em menos produto acumulado
(remanescente) na fase dissolvida. Desta forma, as menores
concentragdes de acetato acumuladas no experimento com B20
permitiram a continuidade do processo de biodegradacdo, tornando
exergonicas, nas condigdes ambiente, as rea¢des endergdnicas nas
condigdes padrdo. As altas concentragdes de metano, um dos produtos
finais da transformacao do acetato, detectadas no experimento com B20,
refor¢aram essa teoria (FIGURA 4.38).
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FIGURA 4.37 — Concentragdes remanescentes de acetato nos experimentos com
B100 e B20, no nivel 2 metros dos pogos Fonte e PM09.
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FIGURA 4.38 — Concentragdes de metano detectadas nos experimentos com
B100 e B20, no nivel 2 metros dos pogos Fonte e PM09.

Nota: A linha tracejada em vermelho representa a concentragdo de saturagdo em
agua.
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Condi¢oes de excesso de fonte de carbono, além de levarem ao
acimulo de produtos no meio liquido, desencadeando limita¢des
termodinamicas que 1impedem a continuidade dos processos
biodegradativos, também favorecem a formacdo de outros produtos
intermediarios. Como a formagdo do acetato vem acompanhada da
producdo de hidrogénio, em condi¢des de excesso de matéria organica,
ainda mais hidrogénio sera produzido pelos micro-organismos,
contribuindo para o esgotamento da capacidade de reciclagem de
NADH. O hidrogénio produzido precisa ser consumido pelos micro-
organismos responsaveis pelas etapas seguintes (principalmente
metanogénese) para que as bactérias acetogénicas possam produzir
ainda mais subprodutos oxidados (acetato). Se ndo houver esse
consumo, as bactérias passardo a produzir acidos graxos mais reduzidos
que o acético, como acido propidnico e butirico (WOLIN e MILLER,
1982; AHRING et al., 1995), como uma alternativa de disposi¢do de
elétrons que resulte em menor produ¢do de hidrogénio (MOSEY, 1983).
O problema da formagdo destes compostos mais reduzidos, no entanto, é
que eles ndo sdo substratos diretos da metanogénese (WOLIN e
MILLER, 1982) (TABELA 4.12).

TABELA 4.12 — Reagdes para consumo de propionato e butirato.

Reag0es acetogénicas para o consumo de propionato e butirato

propionato:
CH;CH,COO + 2 H,0 — CH;CO0 + CO, +3 H, AG° +71,7 kl.reacdo™ (4.19)

butirato:
CH5CH,CH,COO + 2 H,0 — 2 CH,COO +H* +2 H, AG°+88,2 kJ.reage"lo’1 (4.20)

Nota: os valores de AG® foram calculados a partir dos dados de Thauer et al.
(1977) para pH #7.
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A presenga de propionato e butirato em concentracdes
significativas no meio é, portanto, outro indicativo da ocorréncia de
limita¢do termodindmica dos processos de biodegradacdo do biodiesel.
No experimento com B100 foram detectadas concentragcdes de
propionato e butirato (méaximas de 9,6 mgL' e 11,3 mglL”,
respectivamente). Ao contrario, no experimento com B20, quando
detectadas, as concentra¢des foram inferiores a 1,0 mg.L'l(FIGURA

4.39).
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FIGURA 4.39 — Acidos graxos volateis nos pogos Fonte dos experimentos com
A) B100 ¢ B) B20.
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Além do consumo de acetato, a degradagdo satisfatoria dos
AGCL também dependerd da manutengo de baixas pressdes parciais de
hidrogénio no meio. A associagdo sintrofica entre duas ou mais espécies
de micro-organismos mantém a pressdo parcial do hidrogénio em torno
de 10*a 10° atm (= 107 a 10" M )’ (ZEHNDER, 1978). Do contrario,
o acimulo de hidrogénio serd prevenido através da formacdo de 4cidos
volateis reduzidos (WOLIN e MILLER, 1982). E, uma vez que ha a
formag@o destes acidos mais reduzidos, niveis de hidrogénio maiores
que 10 atm sdo termodinamicamente desfavorveis para a conversio
do propionato a acetato pelas bactérias acetogénicas (TABELA 4.12,
Reagdo 4.19). Por outro lado, quando a pressdo parcial do hidrogénio é
menor do que 10 atm, as arqueas metanogénicas hidrogenotroficas sdo
inibidas, pois a energia livre para conversdo do CO, a CHy se torna
positiva (THAUER et al., 1977).

Calculos tedricos reforcaram as evidéncias de limitagdo
termodinamica na biodegradacdo do biodiesel pelo acimulo de acetato
no meio. Para a realizagdo dos calculos, utilizando-se a equagéo 4.10,
foram levados em consideragdo: as condigdes do ambiente no momento
em que foram detectadas as maximas concentra¢des de acetato proximas
as fontes de contaminacdo de ambos os experimentos (temperatura
média de 25°C e pH médio de 4,0, aos 20 meses); a faixa de baixas
pressdes parciais de hidrogénio, em que ndo ¢ esperado ocorrer
limitagdo pelo actimulo deste composto (10 a 10 atm); e a méaxima
solubilidade efetiva em agua (S.,) de cada AGCL proveniente da
hidroélise do biodiesel, conforme TABELA 4.13.

* O valor da constante da Lei de Henry para o hidrogénio, a 25°C, ¢ 1282,1 L.atm.mol” ou
1,907 x 107 [adimensional]. A concentracdo de saturagdo em 4gua (ou maxima solubilidade) é
de 0,73 mM (= 10 M ou 1,47 mg.L") a 25°C.
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Para a méaxima concentracdo de acetato detectada no experimento
com B20 (9 mg.L™"), o sistema foi considerado termodinamicamente
favoravel a transformacdo de todos os acidos avaliados, conforme as
reacOes apresentadas na TABELA 4.8. Para os acidos estearico (18:0) e
palmitico (16:0) é necessario que a pressdo de hidrogénio permaneca
inferior a 10” atm (FIGURA 4.42 ¢ FIGURA 4.43, respectivamente). As
altas concentragdoes de metano detectadas (FIGURA 4.38), no entanto,
sugerem que, além do acetato, o hidrogénio produzido também estaria
sendo consumido e, por isso, ¢ provavel que a pressdo de hidrogénio se
mantenha nessa faixa. J4 para a maxima concentragdo de acetato
detectada no experimento com B100 (120 mg.L™), as reagdes de
transformacdo dos acidos somente serdo termodinamicamente
favoraveis no meio se as pressdes de hidrogénio se mantiverem baixas.
A reagdo de transformagdo do acido linoleico (18:2), por exemplo,
somente ocorreria em pressdo parcial de hidrogénio inferior a 10* atm
(FIGURA 4.40). Para uma pressdo igual a este valor, a concentragdo
maxima de acetato que deveria permanecer no meio seria de,
aproximadamente, 40 mg.L™. Para os demais 4cidos, as condi¢des
termodinamicas favoraveis a ocorréncia das reag¢des de transformacdo
seriam ainda mais restritivas. Para o acido oleico (18:1), a pressdo de
hidrogénio deveria permanecer inferior a 10” atm (FIGURA 4.41) e,
para os acidos estearico (18:0) e palmitico (16:0), esta pressdo deveria
permanecer proxima a 10° atm (FIGURA 4.42 e FIGURA 4.43,
respectivamente). Sabendo-se que para concentracdes de acetato
proximas a 120 mgL”, concentragdes superiores & méaxima
concentragio de saturagio do hidrogénio na agua (= 10° M) seriam
produzidas, o consumo de hidrogénio precisaria ser intenso para a
manutengdo de baixas pressdes deste composto na fase dissolvida. E
importante ressaltar, no entanto, que a lenta transferéncia dos
constituintes do biodiesel para a fase aquosa, devido a baixa
solubilidade deste biocombustivel, poderia tornar as condigdes de
degradacdo ainda mais restritivas, uma vez que as reais concentragdes
dos acidos na agua subterrdanea poderiam ser menores do que as
solubilidades efetivas calculadas.
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FIGURA 4.40 — Viabilidade termodindmica para transformagdo do acido
linoleico (18:2) a acetato e hidrogénio (TABELA 4.8, Reacdo

4.1), para uma faixa de pressoes de H, de

10*a 10 atm.

Nota: Em destaque no eixo x estdo as maximas concentragdes de acetato
medidas nos experimentos com B20 ¢ B100.
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FIGURA 4.41 — Viabilidade termodindmica para transformag@o do acido oleico

(18:1) a acetato e hidrogénio (TABELA 4.8, Reacdo 4.2), para

uma faixa de pressdes de Hyde 10 a 10 atm.

Nota: Em destaque no eixo x estdo as maximas concentragdes de acetato
medidas nos experimentos com B20 ¢ B100.




122

400

Acido estearico - Cyg.

300 +
200
100

o

-100
-200
-300
-400

AG (kJ.mol?)

pH2 = -4

" -

= -
————" -

-

max B100

Log [CH,COO] (M)

FIGURA 4.42 — Viabilidade termodindmica para transformacdo do acido

estearico (18:0) a acetato e hidrogénio (TABELA 4.8, Reacao
4.3), para uma faixa de pressdes de H,de 10 a 10 atm.

Nota: Em destaque no eixo x estdo as maximas concentracdes de acetato
medidas nos experimentos com B20 ¢ B100.
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FIGURA 4.43 — Viabilidade termodindmica para transformacdo do acido

palmitico (16:0) a acetato e hidrogénio (TABELA 4.8, Reacdo
4.4), para uma faixa de pressdes de H, de 10 a 10 atm.

Nota: Em destaque no eixo x estdo as maximas concentracdes de acetato
medidas nos experimentos com B20 ¢ B100.
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4.2.4. Influéncia do biodiesel no processo de degradacio dos
combustiveis fosseis

As diferentes alteragdes biogeoquimicas causadas no meio pela
liberagdo de diferentes cargas organicas de biodiesel de soja na agua
subterrinea podem trazer diferentes implicagdes ao processo de
degradacdo dos compostos aromaticos dos combustiveis fosseis.
Durante todo o periodo de monitoramento (29 meses) do experimento
em que foram liberados 20 litros de biodiesel de soja juntamente a 80
litros de diesel (B20), ndo foi observada significativa degradacdo dos
compostos aromaticos (mono e policiclicos) do diesel fossil, uma vez
que as concentragdes destes compostos na dgua permaneceram altas. O
biodiesel de soja se comportou, portanto, como uma fonte preferencial
de carbono para os micro-organismos nativos (assim como observado
para os experimentos de laboratério de CORSEUIL et al, 2011b),
retardando o inicio da degradagdo dos compostos aromaticos. Com
relagdo a degradagdo do biodiesel nesta mistura, ndo foi observado um
acimulo de acetato, o principal subproduto metabolico, na agua
subterrdnea. Concentragdes maximas de 9 mg.L"' foram detectadas
somente aos 20 e 25 meses. Como a degradagdo do biodiesel envolve a
cooperacdo sintrofica entre os micro-organismos atuantes, as baixas
concentracdes de acetato detectadas seriam um indicio de que este
produto intermediario estaria sendo rapidamente convertido a outro
produto, em outro estdgio do processo de biodegradacdo. Como
exemplo desta conversdo do acetato, pode-se citar as concentragdes de
metano proximas a 10 mgL™’ detectadas aos 13 meses e que
continuaram a crescer alcangando niveis de saturagdo em agua
(22mg.L") em 20 meses. As concentragdes de metano detectadas
indicaram que a presenga de 20 litros de biodiesel de soja na agua
subterrdnea permitiu a predominancia da metanogénese durante o
processo de biodegradagdo somente 1 ano apos sua liberagdo. Sabendo-
se que a etapa metanogénica € a principal responsavel pela completa
biodegradacdo de compostos orginicos no ambiente subterrdneo (i.e.,
com baixa disponibilidade de receptores de elétrons inorgénicos),
quanto antes ela for estimulada, mais rapidamente ocorrerd o
esgotamento da fonte preferencial de carbono e mais rapidamente os
compostos aromaticos do diesel poderdo ser biodegradados.

Ao contrario, a liberagdo de um volume maior de biodiesel no
ambiente pode levar a inibicdo termodindmica do processo de
degradacdo do proprio biodiesel e, consequentemente, do processo de
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degradacdo dos compostos aromaticos do diesel fossil. No experimento
em que foram liberados 100 litros de biodiesel de soja na agua
subterranea, foi observado um acimulo de acetato no meio com
concentragdes de até 120 mg.L' em 20 meses de monitoramento.
Consequentemente, concentragdes de 10 mg.L'1 de metano, principal
produto da transformacdo do acetato, s6 foram observadas apds 2 anos
(o dobro do tempo em relagdo ao experimento com 20 litros). O excesso
de produtos acumulados no meio (acetato e, possivelmente, hidrogénio),
provenientes da transformagdo dos AGCL do biodiesel, pode ter levado
a inibicdo termodinamica das etapas envolvidas no processo de
biodegradacdo do biodiesel, dentre elas, a metanogénese. Se este
experimento com 100 litros de biodiesel de soja se tratasse de uma
mistura com diesel, os compostos aromaticos poderiam demorar ainda
mais tempo a serem biodegradados, em relagdo ao experimento com 20
litros de biodiesel.

Mesmo que a biodegradacdo dos aromadticos do diesel
combustivel possa ocorrer concomitantemente a biodegradacdo do
biodiesel de soja, a presenca de altas concentracdes de acetato e
hidrogénio no meio pode interferir no processo de degradacdo dos
compostos  aromaticos. Em  condigdes  metanogénicas, 0s
hidrocarbonetos monoaromaticos e policiclicos aromaticos do diesel,
como benzeno e nafataleno, respectivamente, podem ser completamente
biodegradados via diferentes rotas metabodlicas (TABELA 4.14). No
primeiro estagio desse processo, os hidrocarbonetos aromaticos podem
ser fermentados a acetato e hidrogénio (Rotas A e B, Reacdes 4.21,
4.25,4.29 e 4.33), ou a acetato apenas (Rotas C e D, Reagdes 4.37, 4.41,
4.45 e 4.48). No entanto, essas reagdes sdo endergonicas em condigdes
padrdo e somente ocorrerdo nas condi¢des ambiente se os produtos
liberados no meio forem mantidos em baixas concentracdes. Uma vez
que os produtos da degradagdo do biodiesel sdo basicamente os mesmos
da fermentagdo dos hidrocarbonetos aromaticos (acetato ¢ hidrogénio), a
presenca deles no meio, em determinadas concentra¢des, pode levar a
inibi¢do termodinadmica dos processos fermentativos de degradagdo do
diesel.
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TABELA 4.14 - Reagdes envolvidas nos processos metabdlicos de
biodegradagdo do benzeno e do naftaleno (diesel fossil).
Possiveis rotas A, B, C e D.

A) Oxidagdo a acetato e hidrogénio, associada a oxidagao sintréfica do acetato e a redugdo do CO,

benzeno:
CeHg + 6 H,0 — 3CH;CO0 +3H'+3H, AG® +190,34 kl.reacio”  (4.21)
3CH;CO00 +3H'+6H,0  — 12H,+6CO, AG°® +165,14 kl.reagio™  (4.22)
15 H, + 3,75 CO;, — 3,75CH; +7,5H,0 AG® - 490,30 kJ.rea(;ét::'1 (4.23)
soma: CgHg + 4,5 H,0 —» 3,75 CH, +2,25 CO, AG°- 134,82 kl.reacio”  (4.24)
naftaleno:
CioHs + 10 H,0 — 5CHCOO +5H"+4H, AG® +300,47 kl.reagio™  (4.25)
5CH;C00 +5H'+10H,0 — 20H,+10CO, AG® +275,24 kl.reacio™  (4.26)
24 H, + 6 CO, — 6CH;+12H,0 AG® - 784,48 kJ.reag:éo'1 (4.27)
soma: CjoHg + 8 H,0 — 6CH;+4CO, AG® - 208,77 kJ.rea(;éo'1 (4.28)

B) Oxidag&o a acetato e hidrogénio, associada a metanogénese acetoclastica e a redugdo do CO,

benzeno:
CeHe + 6 H,0 —> 3CH;COO +3H'+3H, AG® +190,34 kl.reacio”  (4.29)
3 CH;CO0 +3 H" > 3CH,+3CO0, AG° -227,10kl.reagio”  (4.30)
3 H,+0,75 CO, — 0,75 CH,4 + 1,5 H,0 AG® -98,06 kl.reacio™  (4.31)
soma: CgHg +4,5H,0 — 3,75 CH,4 + 2,25 CO, AG° - 134,82 kJ.reat;éo'1 (4.32)
naftaleno:
CioHs + 10 H,0 — 5CH;COO +5H'+4H, AG® +300,47 kl.reacio”  (4.33)
5CH3;CO00 +5H" — 5CH,+5CO, AG® - 378,50 kl.reagdo™ (4.34)
4H,+1CO, — 1CH,+2H,0 AG° - 130,75 kl.reagio”  (4.35)
soma: CyoHg+ 8 H,0 — 6CH;+4CO, AG® -208,77 kJ.reagéo'1 (4.36)

C) Oxidagdo a acetato apenas, associada a oxidagao sintréfica do acetato e a redugdo do CO,

benzeno:
CHg + 4,5 H,0 +1,5 CO, —» 3,75CH;CO0 +3,75H"  AG® +149,05 kl.reagio”’  (4.37)
3,75 CHsCOO +3,75H' +7,5H,0—» 15H, + 7,5 CO, AG® +206,43 kl.reacio™  (4.38)
15H, +3,75 CO, —» 3,75CH,+7,5H,0 AG° - 490,30 kl.reagdo™ (4.39)
soma: CgHg +4,5 H,0 — 3,75CH, + 2,25 CO, AG® - 134,82 kJ,rea(;éo'1 (4.40)
naftaleno:
CaoHs + 8 H,0 +2 CO, — 6CH;C00 +6H" AG® +245,42 kl.reagio™  (4.41)
6CH;COO +6H" +12H,0 — 24H,+12CO, AG° +330,29 kl.reagio”  (4.42)
24 H,+6CO, — 6CH;+12H,0 AG® - 784,48 kJ.reat;éo'1 (4.43)
soma: CyoHg+ 8 H,0 — 6CH;+4CO, AG® - 208,77 kJ.rea(;éo'1 (4.44)
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TABELA 4.15 (Cont.) — Reagdes envolvidas nos processos metabolicos de
biodegradagdo do benzeno e do naftaleno (diesel
fossil). Possiveis rotas A, B, C e D.

D) Oxidagdo a acetato apenas, associada a metanogénese acetoclastica

benzeno:
CeHe + 4,5 H,0 +1,5 CO, —» 3,75CHsCO0 +3,75H"  AG® +149,05 kl.reacio”  (4.45)
3,75 CH;COO +3,75 H" — 3,75CH, + 3,75 CO, AG® - 283,87 kl.reacio™ (4.46)
soma: CgHg+ 4,5 H,0 — 3,75CH, + 2,25 CO, AG”° - 134,82 kJ.reagéo'1 (4.47)
naftaleno:
CyoHg + 8 H,0 +2 CO, —» 6CH;COO0 +6H" AG°® +245,42 kJ.reagéo'1 (4.48)
6 CH;COO +6 H" —» 6CH,+6CO, AG® - 454,19 kl.reagdo”  (4.49)
soma: CjoHg+ 8 H,0 — 6CH;+4CO, AG° -208,77 kJ.reagéo'1 (4.50)

Nota: os valores de AG® foram calculados a partir dos dados de Thauer et al.
(1977) para pH #7.

Calculos termodindmicos tedricos foram utilizados para avaliar a
influéncia das maximas concentragdes de acetato detectadas no meio,
em ambos o0s experimentos, com relagdo a possivel inibigdo
termodinamica do processo de biodegradacdo dos compostos
aromaticos. Considerando as condi¢des ambiente em que as maximas
concentracdes de acetato foram detectadas proximas as fontes de ambos
os experimentos (aos 20 meses, em que a temperatura média era 25°C e
o pH médio era 4,0), para as rotas que geram acetato e¢ hidrogénio,
quanto maior a concentra¢ao de acetato no meio, menor teria de ser a de
hidrogénio para que a reagdo pudesse ocorrer. Na maxima concentragao
de acetato detectada no experimento com B20, 9 mg.L'1 (I,SXIO'4 M ou
log (-3,8) M), o sistema foi considerado termodinamicamente favoravel
(exergonico (AG < 0)) em relacdo a fermentagdo do benzeno e do
naftaleno para pressdes de hidrogénio iguais ou menores a 10~ atm
(FIGURA 4.44 ¢ FIGURA 4.45, respectivamente). Em pressoes maiores
de hidrogénio (>10 atm), o sistema sé continuaria favoravel se as
concentragdes de acetato permanecessem menores que 1,0 mg.L™ (ou
<log (-4,75) M) para o benzeno (FIGURA 4.44) e menores que
2,0mg.L" (ou < log (-4,5) M) para o naftaleno (FIGURA 4.45). Ao
contrario, para a maxima concentragdo de acetato detectada no
experimento com B100, 120 mg.L™" (2,0x10° M ou log (-2,7) M), o
sistema somente foi considerado termodinamicamente favoravel em
relagdo a fermentagdo do benzeno para pressdes de hidrogénio iguais ou
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inferiores a 10 atm (o que é pouco provéavel de ocorrer visto que o
consumo de hidrogénio precisaria ser intenso para a manutengdo destas
pressdes e as arqueas metanogénicas hidrogenotroficas sdo inibidas
termodinamicamente quando a pressdo de hidrogénio é menor do que
10° atm (THAUER et al, 1977)) (FIGURA 4.44). Em relagdo a
fermentacdo do naftaleno, o sistema foi considerado desfavoravel
termodinamicamente (endergdnico (AG > 0)) para todas as pressdes de
hidrogénio avaliadas (FIGURA 4.45). Isso revela que a influéncia do
acetato ¢ ainda maior para a degradacdo dos hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos, fragdo ainda menos soluvel do diesel.
Considerando a ocorréncia da rota sem a producdo de hidrogénio, em
ambos o0s experimentos o sistema seria endergbnico para as
concentracdes de acetato detectadas (FIGURA 4.46 ¢ FIGURA 4.47).
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FIGURA 4.44 — Viabilidade termodinamica para fermentagdo da maxima
concentragio medida de benzeno no B20 (1 mg.L™") a acetato
e hidrogénio (Reacdes 4.21 e 4.29), para uma faixa de
pressdes de Hyde 10 a 10 atm.
Nota: Em destaque no eixo x estdo as maximas concentracdes de acetato
medidas nos experimentos com B20 e B100.
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FIGURA 4.45 — Viabilidade termodinamica para fermentagdo da maxima
concentragio medida de naftaleno no B20 (0,12 mg.L") a
acetato ¢ hidrogénio (Reagdes 4.25 e 4.33), para uma faixa
de pressoes de H, de 10*a 10 atm.

Nota: Em destaque no eixo x estdo as maximas concentragdes de acetato

medidas nos experimentos com B20 e B100.
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FIGURA 4.46 — Viabilidade termodinidmica para fermentagdo da maxima
concentragdo medida de benzeno no B20 (1 mg.L™") a acetato
apenas (Reagdes 4.37 e 4.45).
Nota: Em destaque no eixo x estdo as maximas concentragdes de acetato
medidas nos experimentos com B20 ¢ B100.
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FIGURA 4.47 — Viabilidade termodinamica para fermentagdo da méxima
concentragio medida de naftaleno no B20 (0,12 mg.L") a
acetato apenas (Reacdes 4.41 e 4.48).
Nota: Em destaque no eixo x estdo as maximas concentracdes de acetato
medidas nos experimentos com B20 e B100.
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Os resultados obtidos com os experimentos de campo sugerem
que o biodiesel de soja pode dificultar a biodegradacdo dos
hidrocarbonetos aromaticos. Isso ocorreria tanto pelo excesso de
subprodutos da biodegradagdo do biodiesel acumulados no meio, quanto
por mecanismos similares aos que ocorrem na presenga de etanol (nas
misturas de gasolina com etanol), como o esgotamento acelerado dos
receptores de elétrons e a degradagdo preferencial desta fonte de
carbono pelos micro-organismos nativos (CORSEUIL et al., 2011a).
Embora essa inibicdo dos processos naturais de degradacdo dos
aromaticos seja similar a exercida pelo etanol, as diferentes propriedades
fisico-quimicas destes dois biocombustiveis, principalmente em termos
de solubilidade, pode afetar a dinamica das plumas de contaminantes
dissolvidos de diferentes maneiras.

A infinita solubilidade em agua do etanol faz com que este
particione rapida e completamente para a fase aquosa, criando um pulso
de alta concentragdo deste composto na agua subterrdnea. A maior
biodisponibilidade do etanol e sua maior facilidade de degradacdo fazem
com que este composto seja, entdo, degradado preferencialmente na
presenca de combustiveis fosseis, contribuindo para a inibi¢do da
atenuacdo natural dos hidrocarbonetos aromaticos. Com o passar do
tempo, este pulso de concentragdo vai tendo sua intensidade diminuida,
principalmente, pela biodegradacdo preferencial e vai sendo
transportado, junto com o fluxo da dgua subterranea, para mais longe da
fonte de contaminacdo (fonte movel), influenciando uma regido maior
(FIGURA 4.48 A) (CORSEUIL e ALVAREZ, 1996; POWERS e
McDOWELL, 2003; CORSEUIL et al., 2011a). Ao contrario do etanol,
o biodiesel apresenta baixa solubilidade em agua e, por isso, sua
transferéncia para a fase aquosa ocorre de maneira lenta, comportando-
se como uma fonte fixa, e mais duradoura, de contaminagdo. Uma vez
hidrolisados, no entanto, os compostos do biodiesel (principalmente os
acidos graxos) sdo preferencialmente biodegradados pelos micro-
organismos nativos em relacdo aos compostos aromdticos dos
combustiveis fosseis. Com o passar do tempo, essa fonte preferencial de
carbono se torna decrescente e com potencial de migracdo limitado por
causa da solubilidade limitante (FIGURA 4.48 B).
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FIGURA 4.48 — Comportamentos dos diferentes biocombustiveis na agua
subterranea, em relagdo ao tempo (¢): A) Etanol (altamente
soluvel) - fonte moével de contaminagdo; B) Biodiesel (pouco
soluvel) - fonte fixa de contaminacao.

A lenta transferéncia do biodiesel para a 4agua subterranea,
portanto, torna mais lento o processo de degradacdo deste
biocombustivel, em relagdo ao etanol, devido a limitacdo de sua
biodisponibilidade no meio. Além disso, a baixa mobilidade do
biodiesel em relagdo a regido da fonte e a preferencial degradacdo deste
combustivel em misturas contendo combustiveis fosseis contribuem
para um tempo ainda mais longo para o inicio da degradac¢do dos
compostos aromaticos, embora sobre uma regido de influéncia menor.
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Em contrapartida, a alta solubilidade do etanol possibilita a
transformag@o deste composto a acetato muito mais rapidamente e por
uma area muito maior, em relacdo ao biodiesel. Num experimento de
campo com 24 litros de etanol, misturados a 76 litros de gasolina, foram
medidas concentragdes maximas de acetato proximas a 165 mg.L™", apos
32 meses da liberacdo da mistura (CORSEUIL et al., 2011a), enquanto
que concentragdes maximas proximas a 9 mg.L™' foram detectadas no
experimento com 20 litros de biodiesel puro de soja e 80 litros de diesel,
apds 20 meses de monitoramento. O pulso de alta concentragdo de
acetato gerado pelo etanol pode trazer implicacdes termodindmicas
muito maiores a degradagdo dos combustiveis fosseis do que o
biodiesel.

Embora o biodiesel de soja retarde o inicio da degradagdo dos
compostos aromaticos, a manutencao de concentragdes nao limitantes de
acetato no meio permite a continuidade das etapas envolvidas no
processo de biodegradagdo. Isso, além de proporcionar o esgotamento
da fonte preferencial de carbono, estimula o desenvolvimento da
biomassa nativa, o que pode, num segundo momento, favorecer a
degradacdo dos compostos aromaticos.
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5. CONCLUSOES

Condi¢des anaerébias foram predominantes durante a
biodegradacdo do biodiesel puro de soja (B100) e da mistura desse
biocombustivel com diesel (B20) no ambiente subterrdneo em que
foram realizados os experimentos de campo. Os diferentes volumes
liberados de biodiesel de soja, entretanto, implicaram em diferentes
alteragdes biogeoquimicas na agua subterranea. No experimento em que
houve a liberagdo de um maior volume de biodiesel de soja (100 litros),
concentragdes de acetato de até 120 mg.L™' e de metano de até 10 mg.L™
foram observadas na fase aquosa durante os dois primeiros anos de
monitoramento. Ao contrario, no experimento em que foi liberado um
menor volume de biodiesel (20 litros), baixas concentragdes de acetato
(maxima de 9 mg.L") e altas concentragdes de metano (méxima de
28 mg.L™") foram detectadas durante o mesmo periodo. No experimento
com maior volume de biodiesel, portanto, o acimulo do subproduto
metabdlico acetato limitou o desenvolvimento da metanogénese no
meio.

No experimento desenvolvido com a mistura diesel/biodiesel
(B20), altas concentragdes dos compostos mono e policiclicos
aromaticos constituintes da fracdo de diesel fossil foram detectadas
durante todo o periodo de monitoramento do experimento (29 meses).
Estes resultados sugeriram que a biodegradacdo dos hidrocarbonetos
aromaticos foi dificultada pela presenca do biodiesel de soja. As altas
concentraces de metano ¢ as baixas concentragdes de acetato
detectadas na agua subterrdnea deste experimento (evidéncias de
biodegradacdo) sugeriram que o biodiesel de soja foi preferencialmente
degradado pelos micro-organismos nativos. A alta demanda bioquimica
de oxigénio exercida pelo biodiesel, sua baixa solubilidade em agua e
consequente lenta biodegradagdo, mantém as condi¢des metanogénicas
por mais tempo no ambiente, o que ¢ desfavoravel para a degradagdo
dos hidrocarbonetos aromaticos. Portanto, quanto maior o volume de
biodiesel no meio, maior o tempo necessario para que essa fonte se
esgote e, consequentemente, por mais tempo os compostos aromaticos
permanecerdo no meio ambiente. Além disso, o acimulo de subprodutos
metabolicos como o acetato no meio, gerado pelo maior volume de
biodiesel, pode limitar termodinamicamente o processo de
biodegradacdo dos compostos aromaticos.
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Calculos termodindmicos tedricos comprovaram que a presenga
de acetato no meio, em determinadas concentracdes, interfere no
processo de degradacdo dos compostos aromaticos. Para a maxima
concentracdo de acetato detectada no experimento com B100
(120 mg.L"), a fermentagio do benzeno e do naftaleno foram
consideradas desfavordveis termodinamicamente para pressdes de
hidrogénio maiores que 10 atm. Ja para a maxima concentragio de
acetato detectada no experimento com B20 (9 mg.L"), o sistema foi
considerado termodinamicamente favoravel em relacdo a fermentagdo
do benzeno e do naftaleno desde que as pressdoes de hidrogénio se
mantivessem no meio iguais ou menores a 10~ atm.

Embora o biodiesel de soja influencie negativamente a
degradacdo dos compostos aromaticos, a manutengdo de concentracdes
ndo limitantes de acetato no meio permite a continuidade do processo de
biodegradacdo dos compostos orgénicos. Isso, além de proporcionar o
esgotamento da fonte preferencial de carbono, estimula o
desenvolvimento da biomassa nativa (o numero de copias de genes de
bactérias totais ¢ de arqueas chegou a 10° por grama de solidos
suspensos totais em ambos os experimentos), o que pode, num segundo
momento, favorecer a degradagdo dos compostos aromaticos.

A hipétese formulada para o desenvolvimento desta tese foi,
portanto, confirmada e, assim, uma vez que a baixa solubilidade em
agua do biodiesel o caracteriza como uma fonte duradora de
contaminagdo e sua presenga em ambientes com baixa disponibilidade
de nutrientes mantém as condi¢des no meio anaerdbias por um longo
periodo, dificultando a degradacdo dos compostos aromaticos, as
tecnologias para a remediagdo de areas contaminadas com misturas de
diesel/biodiesel devem focar a rapida remogdo desta fracdo mais
facilmente biodegradavel. Para isso, processos redutores de
biodegradacdo devem ser estimulados e as concentracdes de
subprodutos metabolicos, principalmente acetato ¢ hidrogénio, devem
ser monitoradas, pois sdo os principais limitadores termodinamicos dos
processos sintroficos de biodegradagdo dos compostos orgénicos.
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RECOMENDACOES

A partir das conclusdes obtidas com este estudo, recomenda-se:

A continuidade do monitoramento dos experimentos instalados, a
fim de se acompanhar o desenvolvimento da degradagdo dos
compostos aromaticos presentes no diesel do experimento com B20 e
o esgotamento total da fonte de contaminacdo no experimento com
B100;

Comparar a degradacdo dos compostos aromaticos do diesel em
derramamentos com e sem a adi¢do de biodiesel, a fim de verificar
um possivel aumento na cinética de degradagdo destes compostos
devido ao aumento da biomassa estimulada pelo consumo do
biocombustivel;

Investigar as principais diferencas na degradagdo de compostos
aromaticos, provocadas pela influéncia da presenga de biodiesel ou
etanol como aditivo do combustivel fossil;

Avaliar a influéncia do hidrogénio na degradacdo do biodiesel e dos
compostos aromaticos do diesel;

Desenvolver metodologias de remediagdo que busquem acelerar o
esgotamento da fonte preferencial de carbono, diminuindo,
consequentemente, o tempo de permanéncia dos compostos
aromaticos no ambiente.
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APENDICE A - Variagiio das concentracdes detectadas no
experimento com B100, por profundidade e ao longo do tempo.
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FIGURA A 1 — Variagao vertical das concentragdes de oxigénio detectadas no
experimento com B100, nos pogos Fonte e PM09, ao longo do

tempo.
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FIGURA A 2 — Variagéo vertical do potencial de oxidacao-redugdo medido no
experimento com B100, nos pogos Fonte e PM09, ao longo do

tempo.
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FIGURA A 3 — Variagdo vertical das concentragdes de nitrato detectadas no
experimento com B100, nos pocos Fonte e PM09, ao longo do
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FIGURA A 4 — Variagdo vertical das concentragdes de ferro II detectadas no
experimento com B100, nos pocos Fonte e PM09, ao longo do

tempo.
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FIGURA A 5 — Variagdo vertical das concentra¢des de sulfato detectadas no
experimento com B100, nos pogos Fonte e PM09, ao longo do
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FIGURA A 6 — Variacdo vertical das concentra¢des de sulfeto detectadas no
experimento com B100, nos pogos Fonte e PM09, ao longo do

tempo.
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FIGURA A 7 — Variagao vertical das concentragdes de metano detectadas no
experimento com B100, nos pocos Fonte e PM09, ao longo do

tempo.
Acetato (mg.L™") - B100
0 40 80 120 0 40 80 120 0 40 80 120
0L I | | | | I | | I L |
0 meses 3 meses 13 meses
14 g i
1 i L
R i '
—~ 44D -0
£ I
o 5 i
2ol i
°
©
c
=1 0 L L L L L L L
=
] 20 meses 25 meses 29 meses
o A B i
24 0 L] B [o} -| mO
34 ,o’/ -/ q o/'/\l q \b
4{’1/ 7(\]{/ 70/
4 4 i
G—I/ ’ “o —I’ "o —-“o
- Fonte -o PM09
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FIGURA A 9 — Variagdo vertical das concentragdes representativas de acidez
detectadas no experimento com B100, nos pogos Fonte e
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FIGURA A 10 — Variagdo vertical das concentragdes representativas de
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FIGURA A 11 — Variag8o vertical do pH detectado no experimento com B100,
nos pogos Fonte e PM09, ao longo do tempo.
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FIGURA A 12 — Variagao vertical das concentragdes de brometo detectadas no
experimento com B100, nos pocos Fonte e PM09, ao longo do

tempo.
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APENDICE B — Variacao das concentracdes detectadas no
experimento com B20, por profundidade e ao longo do tempo.
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FIGURA B 1 — Variagdo vertical das concentracdes de oxigénio detectadas no
experimento com B20, nos pocos Fonte ¢ PM09, ao longo do

tempo.
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FIGURA B 2 — Variagéo vertical do potencial de oxidagdo-redu¢do medido no
experimento com B20, nos pocos Fonte ¢ PM09, ao longo do
tempo.
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FIGURA B 3 — Variagdo vertical das concentragdes de nitrato detectadas no
experimento com B20, nos pocos Fonte e PM09, ao longo do
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FIGURA B 4 — Varia¢do vertical das concentra¢des de ferro II detectadas no
experimento com B20, nos pocos Fonte e PM09, ao longo do

tempo.
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FIGURA B 5 — Variagao vertical das concentragdes de sulfato detectadas no
experimento com B20, nos pocos Fonte ¢ PM09, ao longo do

tempo.
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FIGURA B 6 — Variagao vertical das concentragdes de sulfeto detectadas no
experimento com B20, nos pocos Fonte ¢ PM09, ao longo do
tempo.
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FIGURA B 7 — Variagao vertical das concentragdes de metano detectadas no
experimento com B20, nos pocos Fonte ¢ PM09, ao longo do

tempo.
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FIGURA B 8 — Variacao vertical das concentragdes de acetato detectadas no
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FIGURA B 9 — Variacdo vertical das concentragdes representativas de acidez
detectadas no experimento com B20, nos pogos Fonte e PM09,
ao longo do tempo.
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alcalinidade detectadas no experimento com B20, nos pogos

Fonte e PM09, ao longo do tempo.
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FIGURA B 11 — Variacdo vertical do pH detectado no experimento com B20,
nos pogos Fonte e PM09, ao longo do tempo.
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tempo.
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FIGURA B 13 — Variagao vertical das concentragdes de benzeno detectadas no
experimento com B20, nos pocos Fonte e PM09, ao longo do
tempo.
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tempo.
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FIGURA B 15 — Variagao vertical das concentra¢des de etilbenzeno detectadas
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APENDICE C — Reacdes de oxidacio-reducio para consumo de
acetato segundo o modelo energético de biodegradacio de McCarty.

O modelo energético de biodegradagdo desenvolvido por
McCarty (1969) considera que quando os microrganismos usam um
substrato doador de elétrons, uma porcao destes elétrons ¢ transferida ao
receptor para gerar energia € a outra, para a sintese de novas células.
Deste modo, pode-se estimar a quantidade de produtos finais produzidos
na degradagdo de contaminantes organicos, assim como a quantidade de
biomassa gerada. A equagdo geral que representa a biodegradagdo é
dada por:

R = f,R, + f;R, — Ry, (C.1)

Em que a fragdo fe representa a parte do doador de elétrons que ¢
transferida para o receptor de elétrons (producdo de energia) e fs
representa a parte do doador de elétrons destinada a formagdo das
células microbianas (sintese celular). Também estdo envolvidas trés
meias-reagdes: a do receptor de elétrons (Rr), a de sintese celular (Rc) e
a do doador de elétrons (Rd), que podem ser visualizadas na TABELA
C.1.

Os valores de fe e fs podem ser determinados com o emprego da
seguinte equacao:

1

fo=1-fe=—

(C2)

Em que A representa a quantia de equivalentes de elétrons do
doador a serem oxidados para produzir energia por equivalentes de
células formadas, e ¢ representado matematicamente por:

AGp  AGpe

A= - e, (C.3)

Em que AGp representa a energia requerida para converter a fonte
de carbono em um intermedidrio organico e ¢ calculada pela diferenga
entre as energia das meias-reacdes do intermediario ¢ do doador de
elétrons. Como intermedidrio representativo, geralmente, utiliza-se o
piruvato. Conforme o sinal de AGp, o expoente n assume diferentes
valores. Para um AGp positivo, n € igual a +1, e para o caso contrario, n
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vale -1. A energia necessaria para transformacdo do piruvato em
carbono celular ¢ 4G,.. Deve-se levar em conta que parte da energia é
perdida nas transferéncias de elétrons, sendo esta perda considerada pelo
termo &, que representa a eficiéncia na transferéncia de energia.
Normalmente, adota-se um valor de 0.6 para €. O termo 4G, representa a
energia liberada por equivalente do doador oxidado e ¢ obtida pela
diferenca das energias livres das meias-reagdes do doador de elétrons e
do receptor de elétrons (RITTMANN ¢ MCCARTY, 2001°).

TABELA C.1 — Meias-reacdes de sintese celular (Rc), dos receptores de
elétrons (Rr) e dos doadores de elétrons (Rd).

AG’ (kJ por
MEIAS-REACOES elétron
equivalente)
Reacdes para a sintese celular (R,)
Amonio como fonte de nitrogénio *
1/5C0O, + 1/20HCO; + 1/20NH,” + H" + & = 1/20 CsH;O,N + 9/20 H,0
Reacdes para os receptores de elétrons (R,)
Oxigénio
1/40, + H + & = 12H,0 78,72
Nitrato
1/5NOy + 6/5H" + & = 1/I0N, + 3/5H,0 -72,20
Fe (III)
Fe" + & = Fe™' 74,27
Sulfato
1/8 SO~ + 1916 H + & = 1/16 H,S + 1/16 HS + 12 H,0 20,85
Didxido de carbono
1/8CO, + H + & = 1/8§CH, + 1/4H,0 23,53
Reagdes para os doadores de elétrons (R,)
Acetato
1/8 CO, + 1/8 HCOy +H" + & = 1/8 CH;COO™ + 3/8 H,0 27,40
Piruvato
1/5C0, + 1/I0HCO; + H" + & = 1/10 CH,COCOO™ + 2/5 H,0 35,09
Nota: *Reagdo sem AG’ porque as espécies reduzidas ndo sdo quimicamente
definidas.

FONTE: Rittmann e McCarty (2001).

® RITTMANN, B. E.; McCARTY, P. L. Environmental Biotechnology: Principles and
Applications. New York: McGraw-Hill, 2001.
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CALCULOS

Respiracio aerobia:

e Reagdo de sintese celular utilizando o amoénio como fonte de
nitrogénio (R,):

1 1 _ 1 _ 1 9

=C0, +—-HCO3 + --NH] + H* + e™—> — CsH,0,N + —H,0 (C4)
e Reacdo para o doador de elétrons ion acetato (Ry):

~C0, +2HCO3 + H* + €™ =CHyC00™ + 2H,0  AG™+2740 k)¢ eq’ (C.5)

e Reacdo para producdo de energia utilizando o oxigénio como
receptor de elétrons (R,):

%02 +H"+e > %HZO AG®-78,72 Kl.e-eq? (C.6)
e (Cialculo de 4:

AG, = AG® (piravato) = AG® (acetato) = (35,09) — (27,40) = +7,69 kJ.e'eq'l;
AG, =+18,8 kJ.e'eq'l, quando a fonte de nitrogénio ¢ amonia;

AG; = AG® (oxigenio) = AG” (acetato) = (-78,72) — (27,40) = -106,12 kJ.e'eq'l;
£=0,6;

n=+1 (AG, >0).

Assim:
7,69 18,80

0,6t T 06
A=——20 9P A=
06.(-106,12) ~ 1= 069

e Para o calculo de f; e f.:

. _ 11
ST 14+A 140,69

=fs= 0,59

f=1—f,=f, =041
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e (Calculo de R:

R = f,R, + f;R. — Ry

fo-R,: 0,102 O, + 0,409 H' + 0,409 & — 0,205 H,0

fi-R:: 0,118 CO, + 0,030 HCOy + 0,030 NH4" + 0,591 H" + 0,591 ¢ — 0,030 CsH;0,N +
0,266 H,O

- R 0,125 CH;COO + 0,375 H,0O — 0,125 CO, + 0,125 HCO; + L H' + 1 &

R: 0,125 CH;COO" + 0,102 O, + 0,030 NH," — 0,030 CsH;0,N + 0,007 CO, + 0,095 HCO;+
0,095 H,O

Reacio geral de biodegradacio do ion acetato via respiracio
aerobia com formacio de biomassa:

CH;COO" + 0,82 O, + 0,24 NH;" — 0,24 CsH;0,N + 0,06 CO, +
0,76 HCO5;+ 0,76 H,O

Nitrato Reducao:

e R.e R; sdo as mesmas utilizadas na respiracdo aerobia (C.4 e C.5,
respectivamente).

e Reagdo para produgdo de energia utilizando o nitrato como receptor
de elétrons (R,):

= NO3 +2H* +e™> =N, +2H,0 AG®-72,20KJ.e-eq-1  (C.7)

e Calculo de 4:

o AG, = AG’ piruvato) - AG® (acetato) = (35,09) — (27,40) = +7,69 kJ.e” eq’;
o AG, =+18,8 kJ.e’ eq” , quando a fonte de nitrogénio ¢ aménia;
o AG; = AG’itrato) - AG” (acetato) = (-72,20) — (27,40) = -99,60 kJ.e” eq;
o £=0,6;
e n=+1(AG,>0).
Assim:

7,69 18,80

061 7706

A= = A=0,74

0,6.(—99,60)
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e Para o calculo de f; e f.:

11
T 1+A 14074

f, fs= 0,58

fo=1—f =f,=0,42
e (ilculo de R:

R = f.R, + f,R, — Ry

fo.R,: 0,085 NO5 + 0,510 H" + 0,425 € — 0,042 N, + 0,255 H,0

fi-Re: 0,115 CO, + 0,029 HCO5 + 0,029 NH4™ + 0,575 H" + 0,575 ¢ — 0,029 CsH;0,N +
0,259 H,0

- R;: 0,125 CH;COO + 0,375 H,0 — 0,125 CO, + 0,125 HCO; + IH' + 1 &

R: 0,125 CH;COO" + 0,085 NO;™ + 0,029 NH4" + 0,085 H" — 0,029 CsH;0,N + 0,042 N, +
0,010 CO, + 0,096 HCOs+ 0,139 H,O

Reacio geral de biodegradacao do ion acetato via nitrato reducio
com formacao de biomassa:

CH;COO" + 0,68 NO3 + 0,23 NH;" + 0,68 H" — 0,23 CsH,O,N +
0,34 N, + 0,77 HCO5 + 0,08 CO, + 1,11 H,0O

Ferro Reducéo:

e R.e R, sdo as mesmas utilizadas na respiragdo aerébia (C.4 e C.5,
respectivamente).

e Reacdo para producdo de energia utilizando o ferro Il como receptor
de elétrons (R,):

Fe3* + e”— Fe?* AG°-74,27 K].e- eq’! (C.8)
e Calculo de 4:

o AG, = AG® (invato) - AG® (scetato) = (35,09) — (27,40) = +7,69 kJ.¢” eq”;
o AG, =+188kJ.¢’ eq”, quando a fonte de nitrogénio ¢ aménia;

° AGr = AGO(ferm I - AG® (acetato) — (-74,27) - (27,40) = -101,67 kJ.e eq'l;
e £=0,06;

e n=+1(AG,>0).
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Assim:
7,69 + 18,80
___06' 06 _
A=-06(<10167) ~ A=072
e Para o calculo de f; e f;:
1 1
fg =fs= 0,58

T 1+A 14072

fi=1-f,=f.=0,42
e (Cilculo de R:

R = f,R, + f,R, — Ry

f..R,: 0,420 Fe*" + 0,420 ¢ — 0,420 Fe**

fiRe: 0,116 CO, + 0,029 HCO;™ + 0,029 NH,™ + 0,580 H™ + 0,580 ¢ — 0,029 CsH,O,N +
0,261 H,0

- Rz 0,125 CH;COO" + 0,375 H,0 — 0,125 CO, + 0,125 HCOy + | H' + 1 &

R: 0,125 CH;COO" + 0,420 Fe** + 0,029 NH," + 0,114 H,0 — 0,029 CsH;0,N + 0,420 Fe** +
0,009 CO, + 0,096 HCO;+ 0,420 H

Reacio geral de biodegradacgio do ion acetato via ferro reducio com
formacio de biomassa:

CH;COO" + 3,36 Fe’* + 0,23 NH," + 0,91 H,0 —
0,23 CsH;0,N + 3,36 Fe*" + 0,77 HCO3+ 3,36 H' + 0,07 CO,

Sulfato Reducao:

e R.e R, sdo as mesmas utilizadas na respiragdo aerobia (C.4 ¢ C.5,
respectivamente).

e Reacdo para produgdo de energia utilizando o sulfato como receptor
de elétrons (R,):

1 _, 19 _ 1 1 e, 1 o o
S SO0+ H* +e™> —H,S+—HS™+-H,0 AG+2085Kl.eeq?  (C9)
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e (Cialculo de 4:

b ACip = AGO (piruvato) ~ AGO (acetato) = (35’09) - (27,40) = +7969 kJ.e’ e‘l_l;
o AG,. =+18,8kl.e eq, quando a fonte de nitrogénio ¢ aménia;
b ACir = AC}o(sulfato) - AGO (acetato) = (20385) - (27340) = '6955 kJ.e’ eq_l;
e £=0,6;
e n=+1(AG,>0).
Assim:
7,69 n 18,80
0,61 0,6
A=——"——""—-=A=11,23
0,6.(—6,55)

e Para o calculo de f; e f.:

. _ 1 1
ST 14A 1+11,23

— fs= 0,08

fo=1—f,=f,=0,92
e (Cialculo de R:

R = f,R, + f,R, — Ry

foR: 0,115 S0,% + 1,090 H + 0,918 ¢ — 0,057 H,S + 0,057 HS™ + 0,459 H,0

fi-R:: 0,016 CO, + 0,004 HCO5 + 0,004 NH," + 0,082 H" + 0,082 ¢ — 0,004 CsH;0,N +
0,037 H,O

- R4 0,125 CH;COO" + 0,375 H,0 — 0,125 CO, + 0,125 HCOy + 1 H'+ 1 &

R: 0,125 CH;COO" + 0,115 SO,* + 0,004 NH," + 0,172 H" — 0,004 CsH;0,N + 0,057 H,S +
0,057 HS"+ 0,121 HCO5™ + 0,109 CO, + 0,121 H,O

Reacio geral de biodegradacio do ion acetato via sulfato reducao
com formacao de biomassa:

CH;COO" + 0,92 SO~ + 0,03 NH," + 1,38 H" — 0,03
CsH;0,N + 0,46 H,S + 0,46 HS + 0,97 HCO; + 0,87 CO, + 0,97 H,O
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Metanogénese:

e R.e R; s3o as mesmas utilizadas na respiracdo aerobia (C.4 e C.5,
respectivamente).

e Reagdo para producdo de energia utilizando o didxido de carbono
como receptor de elétrons (R,):

= CO, + H* +e™> =CH, +:H,0 AG°+23,53 K].e-eq! (C.10)

e (Calculo de 4:

o AG, = AG’ piruvato) - AG® (acetato) = (35,09) — (27,40) = +7,69 kJ.e’ eq'l;
e AG, =+188 kJ.e’ eq”’, quando a fonte de nitrogénio é aménia;
b AC}r = A(}O(di(n{idu de carbono) ~ AGO (acetato) — (23553) - (27>40) = '3’87 kJ.e’ eq-l;
o £=0,6;
e n=+1(AG,>0).
Assim:

7,69 18,80

0,61 0,6

A=—"T""+—— = A=19,01
0,6. (—3,87)

e Parao calculo de f; e f.:

1 1

fs= THA~-T+1901

=fs= 0,05

f=1—f,=f,=0,95
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e (Cialculo de R:

R = f,R, + f,R, — Ry

fo.R: 0,119 CO, + 0,950 H' + 0,950 ¢ — 0,119 CH, + 0,238 H,O

fi-R:: 0,010 CO, + 0,002 HCO5 + 0,002 NH4™ + 0,050 H" + 0,050 ¢ — 0,002 CsH;0,N +
0,022 H,O

- R 0,125 CH;COO + 0,375 H,0 — 0,125 CO, + 0,125 HCO; + L H' + 1 &

R: 0,125 CH;COO" + 0,004 CO, + 0,002 NH," + 0,115 H,O — 0,002 CsH,0,N + 0,119 CH, +
0,123 HCOy

Reacio geral de biodegradacio do ion acetato via metanogénese
com formacao de biomassa:

CH;COO + 0,03 CO, + 0,02 NH," + 0,92 H,0 >
0,02 CsH,O,N + 0,95 CH4 + 0,98 HCO5
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APENDICE D — Determinacio das concentragdes de acetato
transformadas nos diferentes processos redox.

o Transformacdo das concentra¢cdes massicas de receptores de elétrons
e de produtos formados em concentragdes molares:

1

MMX1000 (D.1)

Molaridadecomposto = CONCeNtragaocomposto X

em que:

Molaridadecomposto = Concentragdo molar do composto [mol.L™];
Concetracdocomposto = Concentracdo massica do composto [mg.L'l];
MM Massa molar do composto [g.mol™];
1000 = Fator de correcdo [mg.g'l].

e Transformacdo das concentragdes molares dos receptores de elétrons
e dos produtos formados em concentragdo molar de acetato
consumido:

% n acetato (D2)

M ido = M,
acetato consumido composto n composto

em que:

~ . -1
Mcetato consumido = Concentragao molar de acetato consumido [mol.L™'[;

~ -
Mcomposto = Concentragdo molar do composto [mol.L™];
Nacetato = Numero de mols de acetato consumido [mol];
Neomposto = Numero de mols de composto [mol].

e Porcentagem de participacdo na biodegradagdo do acetato atribuida a
cada processo redox:

Macetato consumido i x 100 (D3)

% doi =
acetato consumido i M i
acetato consumido total
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em que:

% acetato consumidoi = Percentual de acetato consumido pelo processo i;

Concentragdo molar de acetato consumido no

processo i [mol.L'];

= Concentracdo molar total de acetato consumido
em todos os processos [mol.L™];

Macetato consumido i

M. acetato consumido total
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ANEXOS

Incorporam este item os seguintes conjuntos de documentos:

ANEXO A - Laudo analitico do biodiesel puro de soja utilizado

NOS EXPEIIMENLOS. ..eovvenvirienieiereeeieeeeseeseeeneeeeneeeneeneeneas 189
ANEXO B — Laudo técnico das analises qualitativas feitas pelo

cenpes para as amostras de combustiveis B100 e B20..190






189

ANEXO A - Laudo analitico do biodiesel puro de soja utilizado nos
experimentos.

ENERGIA RENOVAVEL

{ BB,sos Laudo Analitico ]
[ )
! ]
(

Produto: Volume do Lote:
Biodiesel (rota metilica) 1.646.000 litros
NUmero do Lote: [ Data de produgdo:
B182305081 18.05.2008 a 23.05.2008
Item Analitico [unidadefResultado BSBIOS| ANP n° 42 JaSTM D6751-06] EN 14214:2003)
3 ~
Densidade a 15°C g/cm3 0,885 = = 0,86 - 0,90
Densidade a 20°C g/cm3 0,881 - - -
Viscosidade a 40°C Mm2/s 4,116 - 1,9-6,0 3,5-5,0
Destilagdo (90%) oC 353,7 maximo 360 maximo 360 -
Ponto de Fulgor oC 150 minimo 100 minimo 130 minimo 120
Ponto de Congelamento °%C -2 - - -
Enxofre ppm 27,6 - maximo 15 méximo 10
Residuo de Carbono % 0,017 - - méximo 0,3
Cinzas Sulfatadas % 0,0041 maximo 0,02 méximo 0,02 méximo 0,02
Agua ppm 0,032 - - méximo 0,05
Agua + Sedimentos ppm 0 maximo 0,05 maximo 0,05
Contaminagdo total ppm 8 - - maximo 24
Corrosividade ao cobre - 3 horas/50°C - 1b maximo 1 maximo 3 maximo 1
Estabilidade oxidativa horas 7,31 minimo 6 minimo 3 minimo 6
indice de acidez mg KOH/d| 0,53 maximo 0,80 maximo 0,5 méximo 0,5
Metanol % 0,17 maximo 0,50 - maximo 0,20
Teor de ésteres % HE - - minimo 96,5
Monoglicerideo % 0,7539 - - méximo 0,8
Diglicerideo % 0,2251 - - méximo 0,20
Triglicerideo % 0,1439 - - maximo 0,20
Glicerol livre % 0,0095 maximo 0,02 méximo 0,02 méximo 0,02
Glicerol total % 0,2534 maximo 0,38 maximo 0,24 méximo 0,25
fndice de iodo = 130,8 = = méximo 120
Acido linolénico % 6,66 - - maximo 12
Esteres insaturados (Cx:4) % 0,2 - - méximo 1
Fésforo ppm < 0,001 - maximo 10 méximo 10
Na + K ppm 5,16 maximo 10 maximo 5 maximo 5
Ca+ Mg ppm 0,124 - - maximo 5
N AN AN AN )
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ANEXO B - Laudo técnico das analises qualitativas feitas pelo
cenpes para as amostras de combustiveis B100 e B20.

Ldid Fevrosmas e 4 LABORATORIO DE ESPECTROMETRIA K 351/5008
CENTRO DE PESQUISAS E DESENVOLVIMENTO LEOPOLDO MOLECULAR
A. MIGUEZ DE MELLO (CENPES)
ESPECTROMETRIA DE MASSAS
GERENCIA GERAL DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE
ENERGIA E DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL i
auimica LAUDO TECNICO FOLHA 01/02
A . o c
i Material: Biodiesel L Identificagao: Mario
O |ldentificagao : ! | Enderego: CENPES/PDEDS/BTA
s E
T e BM 100 SCAD: 2008-016968-69 N
R ¢ BM 20 SCAD: 2008-016969-40 T
A E

Projeto/ATC: 1000.268.849.0040
IDENTIFICACAO DO EXECUTANTE

Responsavel: Laboratério: Espectrometria de Massas
Rosana Cardoso Chave: BQ26 | Telefone de contato:(812) 6175 Liberagao: 07/08/2008
e-mail : rosanacardoso@petrobras.com.br . — - -
Técnico Quimico: Manoel J. R. Guimardes Neto
OBJETIVO

Identificar os compostos presentes nas amostras através da técnica de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM).

EXPERIMENTAL
As amostras foram analisadas utilizando a técnica de CG/EM e seus compostos foram identificados|

através da analise dos espectros de massas obtidos. As amostra foram diluidas em diclorometano
antes da andlise e as condi¢des utilizadas sao descritas a seguir.
CONDIGOES DE ANALISE CG/EM:

Sistema CG/ EM : HP 5973N
Coluna: Fenil metil silicone (DB5-HT) (30m x 0.25mm x 0.10 ym)

Modo de injegéao: split ( 70:1) woeTor - 280T

Gas de arraste: Hélio fluxo constante (1,0 mL/min) Volume injetado: 0.5 uL

T corvo - 90T (1 min) - 15C/min -- 180°C -- 7T/min -- 280°C-- 30C/min -- 380°C (10min )
FONTE DE iONS : 200¢C T INTERFACE : ZBOC

Faixa de massa: m/z= (15-1000) Energia dos elétrons: 70 eV

DUVIDAS E SUGESTOES FAVOR CONTACTAR O RESPONSAVEL PELA EXECUCAO DESTE SERVIGO, NO TELEFONE PARA CONTATO
Cidade Universitaria - Quadra 07 - llha do Fund&o - CEP 21949 - 900 — Rio de Janeiro - RJ - Brasil Tel.: (021) 3865-6175 - FAX : (021) 3865-6296
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rernomnas LABORATORIO DE ESPECTROMETRIA KB 351/2608
MOLECULAR

ESPECTROMETRIA DE MASSAS

CENTRO DE PESQUISAS E DESENVOLVIMENTO LEOPOLDO
A. MIGUEZ DE MELLO (CENPES)

GERENCIA GERAL DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE
ENERGIA E DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL

auimca LAUDO TECNICO FOLHA 02/02

RESULTADOS

A Figura 1 apresenta os cromatogramas de ions obtidos para as amostras nas condicdes de analise
utilizadas. Foram identificados os compostos majoritarios presentes nas amostras B100 e B20. No
cromatograma da amostra B100, enumeramos os ésteres metilicos presentes. No cromatograma da amostra
B25, destacamos as parafinas associadas ao diesel bem os ésteres metilicos oriundos do B100.
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Figura 01 — Cromatograma total de ions- Superior: B100, Inferior: B20

(1)- MeC16:0 (2) MeC18:1+MeC18:2 (3)- MeC18:3 (4)- MeC18:0 (5)- MeC20:0 (6)- MeC22:0
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