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RESUMO

A Revolugdo Industrial iniciada em meados do século XVIII transformou os métodos de
producao e consumo no mundo, o qual trocou a for¢a motriz humana por maquinas. O uso de
lubrificantes nas maquinas tem o intuito de garantir o seu funcionamento ¢ maior rendimento.
Apos a vida util, o lubrificante ¢ descartado, sendo chamado de 6leo lubrificante queimado. No
entanto, parte do oleo lubrificante queimado produzido ndo ¢ adequadamente coletado e tratado,
gerando riscos de contaminagdo ambiental. Para o tratamento de solos contaminados com
derivados de petroleo, técnicas de remediacdes sdo aplicadas. A remediacdo biologica
biorremediacdo ¢ a mais utilizada para a descontaminagao de derivados de petrdleo, visto que
a biodegradacdo ¢ capaz de remediar moléculas médias e pesadas de hidrocarbonetos. Neste
trabalho foi utilizado o método de biorremediacdo em amostras de Latossolo Amarelo
Distroéfico de textura arenosa contaminado com 6leo lubrificante queimado derivado de petroleo
por estimulacdo da microbiota com nutrientes, aeragao ¢ controle de umidade. O teste foi feito
no laboratério em triplicatas por 4 semanas. O resultado da remediagao foi analisado pelo teste
de ecotoxicidade por meio do bioindicador Eisenia fetida pelo teste de fuga segundo norma
ABNT NBR ISO 17512-1/2011. Conforme descrito na norma, se a fuga ou evitamento dos
bioindicadores for maior que 80% o habitat ¢ considerado limitado ou téxico e se houver perda
ou morte maior que 10% dos individuos o teste ndo ¢ véalido. O resultado para esse teste foi
invalido visto que o numero de individuos perdidos foi maior que 10%. Apesar disso, o
tratamento cujo a bioestimulagao teve maior sucesso foi o solo contaminado revolvido e tratado
com nutrientes pois apresentou menor letalidade aos bioindicadores apesar de ter a maior
rejei¢do pelas minhocas em relagdo as outras amostras, provavelmente devido a concentragao
dos nutrientes adicionados como sais.

Palavras-chave: hidrocarbonetos, petréleo, biorremediacao, ecotoxicidade, evitamento.



ABSTRACT

The Industrial Revolution started in the mid of the 18th century and transformed the methods
of production and consumption in the world, which changed the human driving force for
machines. The use of lubricants in machines is intended to guarantee their operation and greater
performance. After its useful life, the lubricant is discarded, being called burnt lubricating oil.
However, part of the burnt lubricating oil produced isn't properly collected and treated,
generating risks of environmental contamination. For the treatment of soils contaminated with
petroleum derivatives, remediation techniques are applied. Biological remediation
bioremediation is the most used for the decontamination of petroleum derivatives, since
biodegradation is capable of remediating medium and heavy hydrocarbon molecules. In this
paper, we used the bioremediation method by biostimulation of Dystrophic Yellow Latosol
contaminated with petroleum-derived burnt lubricant oil by stimulating the microbiota with
nutrients, aeration and moisture control. The test was done in the lab on triplicate in four weeks.
The remediation result was analyzed by the ecotoxicity test using the bioindicator Eisenia fetida
by the leakage test according to ABNT NBR ISO 17512-1/2011. As described in ABNT NBR
ISO 17512-1/2011 if the escape or avoidance of bioindicators is > 80% habitat is considered
limited or toxic and if there is loss or death greater than 10% of individuals the test is not valid.
The result for this test was invalid since the number of individuals lost was greater than 10%.
Despite this, the treatment whose biostimulation was most successful was contaminated soil
turned over and treated with nutrients, as it showed less lethality to bioindicators despite having
the highest rejection by earthworms in relation to other samples, probably due to the

concentration of nutrients added as salts.

Key words: hydrocarbons, petroleum, bioremediation, ecotoxicity, avoidance.
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1. INTRODUCAO

O petroleo ¢ um composto organico formado por uma mistura complexa de
hidrocarbonetos. Ele vem sendo utilizado desde a Revolucao Industrial em meados do século
XVIII, onde substituiu gradativamente o carvao mineral como matéria prima. Do petroleo se
deriva mais de 6.000 produtos, dentre eles os 6leos lubrificantes, sendo um dos residuos
substanciais mais produzidos pela industria de refino de petréleo (DE QUADROS, 2016).

Os oleos lubrificantes derivados do petroleo sao compostos considerados toxicos por
apresentar moléculas de hidrocarbonetos aromadticos policiclicos (HAP) que sdo mutagénicos
ou carcinogénicos, tornando assim, sua disposi¢do irregular no meio ambiente um fator de
grande impacto ambiental (TONINI; DE REZENDE; GRAVITOL, 2010).

Para descontaminagao de areas contaminadas com derivados de petrdleo sao utilizadas,
no mundo todo, remediagdes quimicas, fisicas e bioldgicas, sendo essa ultima a mais utilizada
por ser menos onerosa e gerar menos residuos que as outras (ZHANG et. al., 2020).

A biorremediagdo consiste na utilizacdo de microrganismos € seus processos naturais
para reduzir ou remover contaminantes de um local. As biorremediacdes mais utilizadas em
contaminagdes por hidrocarbonetos sdo aquelas que apresentam o principio de biodegradagao
pois esse € um meio eficaz de descontaminar os hidrocarbonetos de moléculas médias e
pesadas, como os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (JACQUES et. al, 2007).

Para saber os niveis de contaminagao ou eficacia do tratamento de remediacao em areas
poluidas geralmente sdo feitas andlises fisicas e quimicas, que necessitam de equipamentos e
testes especificos para gerar resultados. Entretanto uma forma eficaz de se analisar a qualidade
de um local contaminado com derivados de petroleo, geralmente os solos, que sofrem maior
contaminagdo pelo produto por descarte irregular de industrias, derramamentos acidentais em
postos de venda de combustivel, etc (LEAL, 2017), ¢ estudando a sua fauna.

O uso de bioindicadores para determinar toxicidade de um ambiente entra como uma
forma alternativa de estudos de qualidade ambiental. Os testes ecotoxicologicos se tornam
vidveis monitoramentos uma vez que sdo de facil metodologia e aplicagdo, baixo custo e
respostas rapidas (CHINI, 2014), além disso estudos j4 comprovaram que o uso de
bioindicadores ¢ mais eficaz na detec¢do de acdes que afetam o solo e seu uso do que os
indicadores quimicos e fisicos (DE CARVALHO MENDES; DE SOUSA; DOS REIS
JUNIOR, 2017).



Usando espécies de minhocas, principalmente Eisenia fetida e Eisenia andrei, os testes
comportamentais de fuga tem como objetivo analisar o solo contaminado através do evitamento
de um perfil de solo por esses organismos, informando a biodisponibilidade da substancia e a
toxicidade do contaminante. Podem ser feitos também teste de toxicidade aguda, o qual avalia
a letalidade e subletalidade dos individuos devido a alta exposicdo a alguma substincia,
avaliando a mortalidade mudangcas de biomassa, taxas de reproducdo e mudancas
comportamentais dos individuos (MACHADO, 2016).

As minhocas ganham destaque como bioindicadores em testes ecotoxicologicos por
possuirem quimiorreceptores sensiveis a diferentes substancias (EDWARDS; BOHLEN,
1996), entrar em contato com diversos compostos através do seu deslocamento em grandes

perfis de solo além de serem de facil criagao e disponibilidade (ANDREA, 2010).

2. OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo usar minhocas Eisenia fetida para avaliar a
eficicia da biorremediagdo de solo contaminado com o6leo lubrificante queimado derivado de
petrdleo pela técnica de bioestimulagdo por revolvimento e adicdo de nutrientes ao solo. A
eficiéncia da técnica foi verificada através do teste ecotoxicoldgico por meio do bioindicador

Eisenia fetida pelo teste de fuga segundo a norma ABNT NBR ISO 17512-1/2011.

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Desenvolvimento das sociedades e a geracio de poluentes

A transformacdo nos métodos de produg¢do e consumo decorrentes da Revolucdo
Industrial que despontou na Europa em meados do século XVIII e seguiu pelo século XIX
abandonou a manufatura e substituiu a for¢ga motriz humana. As maos foram trocadas por

maquinas € o €éxodo rural povoou os grandes centros urbanos europeus, resultando em
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investimentos destinados a inovagdes tecnologicas que causaram nao s6 impactos sociais e
econdmicos, mas sobretudo ambientais (DATHEIN, 2003). As novas tecnologias industriais e
a superpopulacdo nas cidades exigiram uma exploragdo mais intensa dos recursos naturais
disponiveis para produzir os bens de consumo em maiores quantidades (COGGIOLA, 2016).

Naquela época, a matéria prima utilizada inicialmente era o carvdo mineral. A sua
queima em grande escala, por sua vez, trouxe uma série de consequéncias negativas a populagao
e ao meio ambiente (CECHIN, 2010). Enquanto as condi¢des de trabalho se tornavam cada
vez piores, o combustivel fossil gerava danos na atmosfera como o consequente aumento da
poluicdo do ar, da degradacdo do solo e contaminagao das 4guas. A queima dessa matéria prima
gera um grande numero de emissdo de material particulado e gases poluentes, como por
exemplo o didxido de enxofre (SO2) e os 6xidos de nitrogénio (NOX), que além de serem
prejudiciais a saide humana (por serem capazes de influenciar e agravar doencgas respiratorias
e estimular formagdo de células cancerigenas), esses gases provocam no meio ambiente a
formagao de chuva acida, causando a acidificagdo do solo e de dguas, consequentes alteragdes
na biodiversidade, corrosdes de estruturas de metais, entre outros (RIGOTTO, 2009). No
entanto, alguns pesquisadores afirmam que esses tipos de impactos negativos gerados pelo
crescimento exacerbado no meio ambiente ¢ na vida da populacdo eram justificados e tidos
como mal necessario para o progresso (POTT; ESTRELA, 2017).

As bases para refinacdo de petroleo foram desenvolvidas em meados de 1850,
culminando, por volta de 1860, principalmente por causa da patente do motor a gasolina, a
gradativa substitui¢do do carvdo mineral pelos derivados de petrdleo (CIPOLLA, 1977;
DATHEIN, 2003; DUNHAM; BOMTEMPO; ALMEIDA, 2006).

Paralelamente, com o avanco da industrializagdo pela Revolugdo Industrial, as pessoas
se viram obrigadas a encontrar um meio de lubrificar suas maquinas de uma maneira eficaz e
que garantisse maior rendimento. Desde antes, j& eram utilizadas técnicas para lubrificacdo de
objetos, fossem para auxiliar abertura de portdes de castelo ou evitar desgastes nas rodas das
carruagens, embora nessa época os lubrificantes mais utilizados fossem 6leos vegetais, sebo de
carneiro e 6leo de baleia. Com a conquista de extragdo de petrdleo do subsolo e a maior
producdo do mesmo, tornou-se vidvel a substitui¢do dos 6leos naturais, utilizados até entdo em
lubrificagdes, por derivados de petrdleo que sdo mais baratos e mais resistentes a altas

temperaturas (SILVA, 2011).



3.2 Derivados de petrodleo

O petréleo ¢ formado por uma mistura de hidrocarbonetos com diferentes tamanhos,
desde moléculas de cadeia de fragdes leves (gases) até fragdes pesadas (6leo cru) (CORREA,
2003). O petroleo € o componente base de mais de 6.000 produtos, podendo ser utilizado para
fabricacdo de gasolina, gas de cozinha, borrachas, tecidos sintéticos e dleos lubrificantes
(RIZZO et. al, 2007; SPEIGHT, 2015).

Utilizados em equipamentos mecanicos, os 0leos lubrificantes sao responsaveis por
diminuir o atrito, ajudando nos movimentos repetidos e continuos de maquinarios. Dessa forma,
os lubrificantes aumentam a vida 1til da maquina por diminuir o atrito do contato direto das
superficies, reduzindo o desgaste, o aumento da temperatura e a sobrecarga dos equipamentos
(AZEVEDO; CARVALHO; FONSECA, 2005).

Os oleos lubrificantes estao presentes principalmente em motores automotivos. O 6leo
queimado de motor ¢ formado por metais (das pecas do motor), aditivos, materiais oxidados e
0leo recuperavel que sao tratados em refinarias, permitindo com isso, a reutilizagdo do mesmo
(TEIXEIRA; 2002). Esses 6leos lubrificantes apresentam, em sua composi¢do, uma grande
quantidade de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos que variam entre C15 ¢ C50 (ROSADO;

PICHTEL, 2003; AMEH et. al., 2013).

3.3 Contaminacgao por oleos lubrificantes

Segundo Tristdo; Tristdo; Frederico, (2017) aproximadamente 40% de mais de 400
milhdes de litros de dleos lubrificantes usados produzidos por ano no Brasil ndo sao recolhidos
e tratados adequadamente, o que se torna uma obrigatoriedade segundo a Lei n°12.305, de 2 de
Agosto de 2010, Art. 33, Inciso IV que coloca os 6leos lubrificantes, seus residuos e embalagens
como passiveis de logistica reversa, o qual os fabricantes, importadores, distribuidores e
comerciantes sdo obrigados a estruturar e implementar sistemas de logistica reversa, mediante
retorno dos produtos apds o uso pelo consumidor, de forma independente do servico publico de
limpeza urbana e de manejo dos residuos s6lidos. Além disso o Art. 3° da Resolucdo Conama
n°362, de 23 de junho de 2005, que diz que todo o 6leo lubrificante usado ou contaminado
coletado devera ser destinado a reciclagem por meio do processo de rerrefino. Ao se considerar

a reutilizagdo do 6leo refinado, além de economias, o tratamento do lubrificante pode resultar



em menor impacto ambiental, visto que o descarte inadequado do mesmo pode contaminar
solos, rios, mares, o ar e tudo a nossa volta (TRISTAO; TRISTAO; FREDERICO, 2017).
Entretanto, desastres ambientais sdo recorrentes em todo o mundo. Como exemplo
disso, Penner (2005) descreve o caso da empresa Petrochem/Ekotek, em Salt Lake City, nos
Estados Unidos da América, que apresentou um quadro de contaminagdo de solos e aguas
subterraneas por 6leo usado e residuo de re-refino de 6leo lubrificante. Foram encontrados nos
locais contaminados, tanto em solo como em 4gua, altas concentragdes de metais,
hidrocarbonetos, organoclorados e pesticidas. O custo de investigagdo, limpeza e remediagao
dessa area foi de aproximadamente 69 milhdes de ddlares e exigiu manutencao por 30 anos.
Em razdo desses acontecimentos com impactos no funcionamento do ambiente ¢ na
salde humana, tratamentos eficazes e menos onerosos tém sido investigados e propostos

(SANTOS; UNGARI; SANTOS, 2008)

3.4 Biorremediacio de solos contaminados com derivados de petroleo

Para o tratamento de solos contaminados com derivados de petréleo, as
descontaminagdes mais utilizadas pelo mundo sdo as técnicas de remediagdes quimicas, fisicas
e biologicas (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2010). As remedig¢des fisicas e quimicas,
entretanto, sdo mais onerosas e, geralmente, produzem mais residuos que as formas biologicas
de descontaminagdo. Além disso, as estratégias de descontaminacdo podem ser combinadas
para aumentar a eficiéncia da remediacao (ZHANG et. al., 2020).

Com relagdo ao local da realizacdo, os tratamentos podem ser feitos de duas maneiras,
ex-situ que ¢ realizado fora do local de contaminacao, e in situ, realizado na area contaminada.
O tratamento ex-situ permite a escavacao e remocao do solo contaminado para um outro local
de tratamento, sendo necessario um cuidado redobrado para a contaminacdo ndo se espalhar.
Por ser necessario mover e escavar o solo, geralmente o custo para os tratamentos ex-situ sao
maiores. Ja o tratamento in-situ ¢ aquele feito no proprio local contaminado. Por ndo necessitar
de acdes de remocao esse processo se torna economicamente mais barato em relagao ao anterior
sem falar que os impactos ambientais sdo menores (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2010).

Por isso, a biorremediacdo ¢ aquela em que se utiliza organismos vivos ou seus
processos para reducdo ou remocdo de contaminantes do ambiente tornando-os substincias
inertes. A microbiota do solo ¢ um compartimento que pode contribuir para a biorremediagao.
Os solos apresentam uma vasta diversidade e gama de atividades microbianas, as quais

contribuem tanto para o funcionamento do solo, como para a decomposi¢do de residuos
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organicos, ciclagem de nutrientes e formacao da matéria organica (MENDES et al, 2015). Os
microrganismos que agem para a biodegradagao podem ser fungos, leveduras ou bactérias. Para
remediacdo de hidrocarbonetos, utiliza-se predominantemente de fungos filamentosos e
bactérias especificas (OLIVEIRA, 2008; BABU, et.al, 2014). Os fungos conseguem se
desenvolver em locais com elevados compostos recalcitrantes, que sdo usados por eles como
fonte de energia. Segundo Santaella et al. (2009), eles produzem enzimas extracelulares
oxidativas, cujas fungdes sdo quebrar compostos policiclicos aromaticos de cadeia longa de
compostos captados pelo seu metabolismo. Essa acdo pode ser acentuado com o acréscimo de
um substrato primdrio, como a glicose. Os fungos mais eficientes nessa producdo extracelular
sdo os filamentosos, citando o principal deles: o Aspergillus niger.

Tonini; De Rezende; Gravitol, (2010) afirma que por se tratarem de um composto
constituido por diferentes tipos de hidrocarbonetos, os petrdleos nao sdo biodegradados por
apenas uma espécie de bactérias, visto que pela variedade em sua composi¢do 0s processos
metabolicos leva a formacao de grupos de microrganismos de diferentes géneros e espécies,
cada qual com uma fun¢do de degradacao diferente. Os principais géneros sdo Acidovorans,
Acinetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Aeromonas, Arthrobacter, Beijemickia,
Burkholderia, Bacillus, Comomonas, Corynebacterium, Cycloclasticus, Flavobacterium,
Gordonia, Microbacterium, Moraxella, Mycobacterium, Micrococcus, Neptunomonas,
Nocardia, Paracoccus, Pasteurella, Polaromonas, Pseudomonas, Ralstonia, Rhodococcus,
Sphingomonas,Stenotrophomonas entre outros.

Ainda segundo Tonini; De Rezende; Gravitol, (2010) as bactérias utilizam o
contaminante como fonte de substrato, degradando-o e utilizando-os como fonte de carbono e
energia. Para isso € preciso quebrar pelo menos uma parte da molécula em um composto mais

simples e essa quebra pode ser feita aerobicamente ou anaerobicamente, conforme Figura 1.



Figura 1 - Utilizagdo microbiana de compostos aromaticos por via aerobia e anaerdbia, demonstrando os
diferentes aceptores de elétrons na respiragéo.
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Fonte: Figura de DIAZ (2004), adaptada por TONINI; DE REZENDE; GRAVITOL (2010).

Na biorremediacdo, a biodegradagdo possibilita descontamina¢do de moléculas médias
e pesadas de hidrocarbonetos, como os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP), que sao
compostos quimicos formados por 4&tomos de carbono e hidrogénio, na forma de dois ou mais
anéis aromaticos. Os HAP sdo formados naturalmente por processos de combustdo incompleta
de substancias organicas ou pelo ser humano na produgdo industrial, produg¢do de carvao
vegetal, nos processos de extragdo, transporte, refino do petroleo e seus derivados, entre outros.
Apesar disso, a degradagdo dessas moléculas pesadas no solo pode ser limitada pela dificuldade
dos microrganismos em metabolizar tais compostos, principalmente pela falta de nutrientes e
pela baixa biodisponibilidade dos HAPs. Como solugdo para esse problema ¢ indicado técnicas
de biorremediacdo eficientes na remocdo desses poluentes como a atenuacdo natural,
bioventilacdo, landfarming, biopilhas/compostagem, biorreatores, fitorremediagao (JACQUES
et. al, 2007). Geralmente, a degradacdo ¢ mais eficiente quando o metabolismo ¢é
predominantemente aerdbio. O oxigénio além de ser utilizado pelos microrganismos como
receptor de elétrons, ¢ utilizado também como substrato em reagdes biodegradativas catalisadas
pela enzima oxigenase, rompendo anéis, fazendo a hidroxilagdo dos compostos aromaticos e
também a oxidacdo de compostos alifaticos (RIZZO et. al, 2007, PROVIDENTI; LEE;
TREVORS, 1993). Sendo assim, ¢ de suma importancia a aeracdo do solo no momento da

biorremediacao.



Dentre as estratégias de biorremedia¢ao, a atenuacao natural envolve processos naturais
de degradacdo de poluentes ou de diminuicdo de toxicidade, como biodegradacao,
volatilizagao, dispersdo, dilui¢ao, adsor¢ao e decaimento radioativo, mas ndo ha insumos para
estimulo da descontaminagdao (COLOMBO et. al, 2010). Para os hidrocarbonetos derivados de
petroleo, os organismos usam as moléculas poluentes como substrato para fonte de carbono e
energia via biodegradagdo. A concentragdo do contaminante ¢ reduzida ao longo do processo
biologico, mas pode contar também com fatores fisicos, quimicos e intempéricos, como a
volatilizagao e a lixiviagdo. A desvantagem de se utilizar esse meio como tratamento para o
solo € que o processo de atenuacdo natural pode demorar de meses a anos, sendo necessario um
estudo prévio para evitar a contaminagao dos seres vivos enquanto a técnica ocorre visto que
nem sempre ha redugdo da concentragdo de substancias toxicas e recalcitrantes. Devido ao
processo ser lento e imprevisivel, € necessaria uma monitoragao rigorosa da descontaminacao,
o que ¢ chamado de atenuacdo natural monitorada (AMN), e por esses motivos ¢ considerada
um tratamento caro devido ao longo prazo (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2010).

A bioventilagdo combina ventilagdo com técnicas de biorremedia¢do para remocgao de
hidrocarbonetos, adicionando oxigénio, geralmente via ar atmosférico, aos espagos vazios do
solo. O ar ¢ bastante eficaz na penetragdo e aeracdo de solos saturados e compactados. Dessa
forma a ventilagdo atua na remog¢ao dos compostos volateis contaminantes do solo € promove
a biodegradagdo aerdbia do hidrocarboneto residual e diminui¢do de concentracdo de vapores.
Essa técnica ¢ considerada eficaz e de baixo custo para tratamento de solos contaminados com
derivados de petroleo (HOEPPEL; HINCHEE; ARTHUR, 1991).

O método landfarming pode ser usado in-situ (no proprio local da contaminacao) ou ex-
situ (em outro local diferente do de origem) e ¢ bastante eficaz na biorremediacdo de
hidrocarbonetos por possibilitar a biodegradagdo ou volatilizacdo dos compostos. Nesse
tratamento, o solo ¢ revolvido por meio de aragdo, ou outras técnicas semelhantes de
revolvimento do solo para permitir melhor aeracdo e consequentemente maior biodegradacao
por microrganismos aerobicos. No landfarming, pode haver adicdo de nutrientes e irriga¢ao
para aumentar o estimulo aos microrganismos, os quais utilizam os contaminantes como fonte
de carbono e energia, transformando-os em substancias inertes como material organico
estabilizado, agua e CO> (PAUDYN; et. al, 2008; JACQUES et. al, 2007).

A compostagem de solo contaminado em biopilhas € o processo de escavagdo do solo,
que sera disposto em pilhas onde terd a sua atividade microbiana estimulada com aeracao,

adicdo de nutrientes e aumento da umidade. E uma tecnologia feita ex-situ e de ag@o aerobica.



As vantagens dessa técnica ¢ o maior controle sobre condi¢des quimicas, fisicas e bioldgicas
da biopilha em tratamento e sua maior desvantagem ¢ a exposi¢ao dos materiais téxicos do
contaminante a outro ambiente, com risco de contaminagdes e impactos secundarios
(ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2010; JORGENSEN; PUUSTINEN; SUORTTI, 2000).

Outro método para tratar solos contaminados com hidrocarbonetos derivados de
petrdleo sdo os biorreatores. Existem varios tipos diferentes de biorreatores, mas, de forma
geral, o solo com o contaminante ¢ misturado com agua, nutrientes e aerado com rotagoes,
possibilitando assim a formag¢ao de materiais suspensos com certa porcentagem de sélidos. Essa
suspensdo de solidos aumenta a biodisponibilidade dos compostos contaminantes aos
microrganismos degradadores. A eficicia pode ser aumentada pois os biorreatores permitem a
manuten¢do do ambiente para o maior crescimento microbiano com ajuste de pH, nutrientes,
aeragdo e temperatura (JACQUES et. al, 2007, MACLEOD & DAUGULIS, 2005).

A fitorremediagdo, técnica que pode ser ex-situ ou in-situ, permite a remediagdo tanto
do solo como da 4dgua e tem como agente descontaminante a planta. O contaminante pode ser
de fonte organica ou inorginica e o custo da técnica ndo ¢ alto comparado a outras
biorremediacdes. A espécie da planta precisa ser compativel com o tratamento desejado:
adaptada as condigdes climaticas, ao solo, ser eficiente em degradar, retirar ou estabilizar o
contaminante. Para a fitorremediacdo de moléculas organicas tem-se trés principios: o de
fitodegradacdo, que ¢ a metabolizacdo do contaminante a um composto ndo ou menos toxico;
o de fitoestimulacdo que estimula a atividade microbiana na rizosfera, por meio de exsudatos
radiculares, que agem na degrada¢do do contaminante no solo; e o de fitovolatilizagdo, que
estimula a volatilizagdo do contaminante (PIRES et. al, 2003).

Uma das técnicas in-situ de bioestimulagdo, conhecida como atenuacdo natural
acelerada (ANA), visa estimular a atividade microbiana existente no local contaminado com a
correcdo nutricional, aeracdo, umidade e adequagdo de pH do solo (ANDRADE; AUGUSTO;
JARDIM, 2010). Por ser um meio aerdbico, os microrganismos utilizam o oxigénio como
aceptor final de elétrons e o carbono dos contaminantes como fonte de carbono. Em solos
poluidos por hidrocarbonetos derivados de petrdleo hd um aumento de carbono por causa desse
tipo de contaminante, o que resulta em um déficit de nutrientes necessarios para uma boa
atividade microbiana, pois para sobreviverem, os microrganismos em geral, necessitam de
nutrientes ¢ de um aceptor final de elétrons. Nesses casos € preciso fazer a corre¢do das
concentragdes de nitrogénio e fosforo, comumente feitas através da adi¢do de sais inorganicos

no meio contaminado (REIS; ROCHA-LEAO; LEITE, 2013). Para essa corregdo geralmente



utiliza-se a relagao C:N:P:K de 100:10:1:1, citada por Lally e Russel (1996), embora, Deuel e
Holliday (1997) propdem uma relagdo C:N:P:K de 150:1:0,25:0,25 argumentando ser suficiente
durante o processo de degradacao (RIZZO et. al, 2007).

No Brasil a técnica de biorremediacao ainda € pouco estudada apesar de, em outros
paises, ela ser uma das principais formas de descontaminagdo de solos contaminados por
derivados de petroleo. Baseando-se nisso, Andrade; Augusto; Jardim (2010) trouxe uma relagao

das principais vantagens e limitagdes para o uso dessa técnica no Quadro 1.

Quadro 1 - Vantagens e limitagées da biorremediagdo de solos.

VANTAGENS

LIMITACOES

A aplicagdo envolve o uso de equipamentos
de facil obtencao, instalagdo e operagao.

Em atividades in-situ, a biorremediagao
gera distirbios minimos ao meio
ambiente.

Em condic¢des 6timas de operacgio,
apresenta custos menores em comparagao
as técnicas alternativas de remediacao.

Pode ser combinada com outras técnicas,
como a SVE, para acelerar o processo de
descontaminagao.

Na maioria dos casos, essa técnica ndo
produz compostos toxicos, que devem ser
dispostos e tratados em outro local.

E muito eficiente na biodegradacao de
petroleo e seus derivados em solos
permeaveis.

Podem ser requeridos monitoramento
continuo por tempos longos e/ou
manutencao do sitio submetido a

biorremediagao.

A técnica ¢ ineficiente para compostos
organicos que ficam adsorvidos no solo,
tornando-os indisponiveis a
biodegradacao.

E menos eficiente em periodos menores
de tempo em comparagdo as outras
técnicas de remediacao,
como os POA.

Contaminantes de baixa solubilidade em
concentragoes elevadas, como os HTP,
podem ser tOxicos a0s microrganismos

e/ou nao biodegradaveis, inviabilizando a

utilizacao da técnica.

As propriedades fisicas, quimicas e
microbiologicas do solo e as condigdes
climaticas, podem alterar a taxa de
biodegradacao.

Dificuldade de utilizagao em solos
argilosos ou com baixa permeabilidade.

POA (Processos Oxidativos Avangados)

SVE (Soil Vapor Extraction - Extragdo de vapores do solo)

HTP (Hidrocarbonetos Totais de Petroleo)

Fonte: (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2010).
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3.5 Minhocas Eisenia fetida como bioindicadores de contaminac¢ao do solo

A fauna do solo compreende animais invertebrados, os quais sdo importantes
indicadores de fungdes e, portanto, da qualidade edafica. A fauna ¢ dividida em micro, meso e
macrofauna. A microfauna representa os organismos com tamanho <0,2 mm, incluindo
nematoides e protozoarios. A mesofauna ¢ caracterizada, geralmente, por animais que medem
0,2 a 2,0 mm, como os Pretura, Acari e Collembola. A macrofauna corresponde aos organismos
visiveis a olho nu, >2,0 mm, e ¢ composta por mais de 20 grupos taxondmicos (formigas, grilos,
caracoéis, minhocas). A principal fun¢do da meso e macrofauna ¢ detritivora e predatoria na teia
trofica do solo, sendo associada a processos como controle bioldgico de pragas, ciclagem de
nutrientes, incorporacdo de matéria organica, revolvimento do solo, formagdo de agregados e
estruturacao do solo. Por isso, sdo conhecidos também como engenheiros-do-solo (DE MELO
et. al, 2009).

A meso e macrofauna edafica podem indicar a qualidade do solo, uma vez que podem
ser afetada por diferentes componentes, desde o tipo de solo, temperatura, pH e clima até as
modifica¢des causadas pelo homem (DE MELO et. al, 2009) sendo tteis para diagnostico e
monitoramento de interferéncias antrdpicas no ambiente (DE MELO et. al, 2009; BROWN;
DOMINGUEZ, 2010; SOUZA et. al, 2015).

As minhocas sdo os principais € mais importantes agentes estruturantes do solo pois
possuem a capacidade de alterar as caracteristicas pedoambientais do solo por meio do seu
deslocamento, o qual produz bioporos e agregados que interferem nas propriedades fisicas do
solo. Como resultado, h4 aumento da taxa de infiltracdo de 4gua, crescimento radicular das
plantas, ciclagem de nutrientes, além de estimulo a decomposicao de residuos organicos
(SOUZA et. al, 2015).

No seu processo digestivo, as minhocas conseguem misturar o solo com muco, o qual
auxilia na agregacdo de particulas, e forma também os bolos fecais, os quais possuem altas
concentragdes de nutrientes ajudando a produzir o himus e aumentar a fertilidade do solo. Estes
animais também agem no controle de patdogenos, se alimentando deles ou inibindo-os através
de produtos de seu metabolismo, e ainda, na deterioragdo de poluentes (ANDREA, 2010).

As minhocas entram em contato com compostos toxicos por meio do seu deslocamento,
no qual elas absorvem poluentes por exposicdo direta e pela passagem na cuticula, ou por

ingestdo desses componentes que ficam adsorvidos no solo. Apds a interagdo com tais

11



compostos as minhocas ficam sujeitas a intoxicagdo, morte ¢ até mesmo a bioacumulacdo, que
varia grandemente entre os diferentes organismos e substincias, pelo fato de possuirem
quimiorreceptores sensiveis a uma ampla gama de produtos quimicos que as diferenciam dos
outros organismos presentes na fauna do solo (Edwards; Bohlen, 1996). Por estarem em uma
posicao trofica baixa na teia alimentar, as minhocas servem de alimento para outros animais,
sendo assim um transmissor de contaminantes ao longo da cadeia alimentar, o que as torna um
otimo bioindicador de ecotoxicidade de substancias quimicas presentes no solo desse modo o
conhecimento das concentragdes desses compostos em seus organismos possibilita a obtencao
de informagdes sobre a biodisponibilidade dos poluentes e o padrio de contaminacao
(ANDREA, 2010).

Fornece os dados da biodisponibilidade dos poluentes ou compostos toxicos, auxiliar
ligagdo dos efeitos adversos no ambiente com a contaminagao local, avaliar exposi¢des agudas,
sub-cronicas e cronicas e medir os efeitos bioldgicos em itens como, mortalidade, desempenho
reprodutivo, crescimento e mudangas comportamentais sdo alguns dos objetivos dos testes de
toxicidade. Alguns 6rgaos regulamentadores de varios locais do mundo escolheram, por sua
importancia no solo e tantas outras caracteristicas ja citadas, as minhocas como indicadores em
testes de toxicidade, principalmente as espécies FEisenia fetida e E. andrei (LINFHURST;
BOURDEAU; TARDIFF, 1995; ANDREA, 2010).

Segundo Andréa (2010) a E. fetida e E. andrei, por viverem na regido mais superficial
do solo ¢ ndo caracterizar toda a fauna do local, tem recebido diversas criticas de outros
pesquisadores em serem eleitas bioindicadores para testes toxicologicos. Em contrapartida,
Andréa (2010) cita também que outros pesquisadores se opdem a essa ideia por serem espécies
de facil criacdo e de facil acesso, garantindo assim uma uniformidade nos estudos, gerando
dados que podem ser comparados, discutidos entre si € que possuem particularidades sobre
poluentes, regides contaminadas, entre outros.

Vale ressaltar que as minhocas E. fetida e E.andrei honram o termo de bioindicadores,
uma vez que possibilitam amplos estudos sobre contamina¢do ambiental por diversos
contaminantes, entre eles os derivados de petroleo, metais pesados, agrotoxicos etc (SISINNO
et. al, 2005; LOUREIRO; SOARES; NOGUEIRA, 2005).

Estudos como o de Ramadass (2015) mostrou que 6leo de motor usado € mais toxico do
que 6leo fresco, quando utilizou critérios como sobrevivéncia das minhocas, desidrogenase e
urease do solo e nitrificagdo. Além de indicar que as minhocas sdo capazes de avaliar a

toxicidade do 6leo de motor, aumentar a ciclagem de nutrientes do solo assim como a saude do
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ambiente notou-se que os 6leos de motor usado continham maior nimero de hidrocarbonetos
aromaticos e metais pesados do que os o6leos frescos que pode ter sido o responsavel pela
significativa toxicidade para as minhocas.

Ramos et al. (2007) analisou a presenca de mercurio no solo com o teste de
ecotoxicidade utilizando E. fetida, o qual ndo apresentou mortalidade dos individuos mas
mostrou uma mudanca de coloracdo das minhocas, indicando um efeito sub-letal causado pela
presenca desse metal pesado no ambiente. Os resultados dos teores de mercurio encontrados
nos organismos dos bioindicadores indicam a sua capacidade de bioconcentrar metais,
efetivando seu potencial de bioindicar a qualidade do solo.

Os testes feitos utilizando as minhocas como indicador de toxicidade por agrotoxicos,
mostrou que esses individuos sdo sensiveis as diversas substancias toxicas. Chini (2014)
mostrou que o teste de fuga para o agrotoxico Ridomil teve um evitamento alto para algumas
concentragdes, caracterizando um habitat toxico e limitado. Para o agrotéoxico Roundup, o
evitamento ndo atingiu os niveis de fuga que caracterizassem toxicidade e causam prejuizos
para as minhocas. Entretanto, Machado (2016) mostrou em sua pesquisa que as minhocas da
espécie E. andrei mostraram sensibilidade ao agrotoxico Glifosato a diferentes concentragdes,
chegando a 92% de fuga na concentragdo mais alta aplicada.

Demonstrando a versatilidade na utilizacdo das minhocas como indicadores de
toxicidade Paniago et al. (2016) mostrou em seu trabalho o uso da espécie E. andrei como
bioindicador de ecotoxicidade de agua residual de suinocultura, o qual demonstrou que a agua
residual da suinocultura, de esterqueira ou de biodigestor ndo causam impactos negativos sobre

os bioindicadores em doses até 300 m?ha™.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta de amostras

A amostra de solo foi coletada na Fazenda do Gloria, pertencente a Universidade Federal
de Uberlandia, nas coordenadas 18°58°16,62°’S e 48°12°30,47°°0, as 14:30 do dia 29/08/2019
na cidade de Uberlandia, Minas Gerais. O solo coletado é caracterizado como Latossolo
Amarelo distrofico de textura arenosa. O experimento que foi realizado duas vezes, para duas

concentragdes diferentes de contaminante, foi dividido em duas partes, sendo a primeira a
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contaminagdo e aplicagdo dos tratamentos em amostras contaminadas e a segunda parte de
avaliagdo ecotoxicoldgica. Baseando-se na segunda parte do experimento, que utiliza potes
plasticos de diametro igual a 12,5 cm e FEisenia fetida para a avaliacdo de ecotoxicidade, a
quantidade de solo coletado foi determinado de acordo com os 5 cm de altura de solo no pote
especificado na norma ABNT NBR ISO 17512-1/2011. O experimento foi distribuido em 24
amostras para cada uma das concentragdes, sendo necessario entdo, 400 gramas de solo em
cada pote, o que resulta em 19.200 gramas de solo ao todo. Trabalhando com a hipotese de
perda de solo quando o mesmo for passado na peneira, foram coletados, ao todo,
aproximadamente 20 kg de solo que foram secos ao ar, peneirados em malhas de 2mm,

seguindo orientagcdes da norma ABNT NBR ISO 17512-1/2011 e homogeneizados no local.

4.2 Disposi¢ao das amostras

O experimento foi montado em laboratoério, sendo padronizado a quantidade de 400g de
solo para cada um dos 24 potes usados para as duas diferentes concentragdes de contaminante.
Foram utilizados potes de vidros, sendo divididos em tratamentos da seguinte forma: 3 potes
com solo ndo contaminado, 3 potes com solo contaminado, 3 potes com solo contaminado
revolvido, 3 potes com solo contaminado revolvido e tratado com nutrientes e 12 potes com

solo controle a serem utilizados na segunda fase do experimento (Figura 2).

Figura 2 - Amostras de solo divididas em potes “Solo Ndo Contaminado”, “Solo Contaminado”, “Solo
Contaminado revolvido”, “Solo Contaminado revolvido e tratado com nutrientes” e “Solo Controle” para um
experimento.

Fonte: Autor, 2021.

Para melhor visualizagdo, a divisdo dos tratamentos estd representada no organograma
abaixo conforme mostra a Figura 3.
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Figura 3- Divisdo dos potes com solos amostrados e solos controles.

Vvvy
Yvy
AL A A/

NED CONTAMINADO

COMNTAMINADO

CONTAMINADO + AERACAC + NPK CONTROLE

Fonte: Figura adaptada do autor Gabriel Sousa Alves.

4.3 Analise de Capacidade de Retenciio de Agua

Em funcdo da coleta ter sido realizada no periodo de estiagem (meados de agosto) o
solo apresentou-se muito seco, o que resultaria uma baixa degrada¢do do contaminante por
causa da sua pouca umidade. Para um melhor resultado foi necessario ajustar a umidade do solo
para 40% da sua capacidade de retencao.

Para determinar a capacidade de retencdo do solo, foram pesados aproximadamente 10
g de solo em um papel filtro dobrado em forma de funil sobre um béquer e que, logo apo6s, foi
encharcado com agua destilada até o momento em que ficasse totalmente umedecido e pudesse
observar um gotejamento dentro do béquer. Esse béquer foi colocado em um pote de vidro
hermeticamente fechado com um papel molhado ao fundo, por 24 horas, como mostra a Figura
4 abaixo.

Ap0s as 24 horas, foi pesado um papel rascunho e anotado sua massa. Em seguida, nesse
mesmo papel, foi pesado 10g do solo encharcado e também anotado sua massa. Esse papel foi
levado a estufa a 105° C por 24 horas e apoOs esse tempo, o papel com o solo foi pesado
novamente e, descontando a massa do papel em que estava o solo, foi possivel calcular a massa

de dgua que o solo saturado perdeu.
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Figura 4 - Imagem do experimento de capacidade de retencdo de agua (béquer dentro do pote) e de umidade do
solo amostrado (papel com 10g que foi a estufa).

Fonte: Autor, 2021.

Simultaneamente foi realizado o experimento para identificar a quantidade de 4gua que
o0 solo amostrado possuia, entdo foi pesado um papel rascunho e anotado sua massa, em seguida
nesse papel foi pesado aproximadamente 10g de solo e levado a estufa a 105° C por 24 horas.
Ap6s esse periodo de tempo, o papel retirado da estufa foi novamente pesado, e descontando a
massa do papel, foi possivel saber a quantidade de agua que o solo possuia.

Conforme os resultados dos métodos explicados acima, pode-se obter a quantidade de
agua necessaria em cada pote com 400g de solo, em 40% de sua capacidade de retencdo. O
volume de 4gua para cada pote foi de aproximadamente 54,4 mL de agua.

Adicionado a quantidade de 4gua determinada em cada pote, aguardou-se um periodo
de 20 minutos ou mais, até que a 4gua tomasse a camada de solo por capilaridade, e misturou-
se o conteudo dos potes simulando um maquindrio agricola, definido como padrao para mistura

trés viradas leves do pote.

4.4 Contaminacao das amostras

Ap0s a correcao de umidade, foi adicionado o contaminante, 6leo lubrificante queimado
de motor, a uma concentragao de 20.000 ppm em um experimento ¢ 10.000 pmm no outro. Esse

6leo foi obtido em um ponto de coleta de revenda e servico de troca de 6leo lubrificante
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automotor na cidade de Uberlandia, Minas Gerais. Estando ciente da obrigatoriedade da
logistica reversa de acordo com a Lei n° 12.305, de 2 de Agosto de 2010 - Art. 33, Inciso IV,
esse Oleo foi cedido pela empresa, ¢ somente utilizado, para fins de estudos académicos.
Calculando a propor¢ao de contaminante para os 400 g de solo, definiu-se entdo 4 mL de
lubrificante por pote. Ap6és a contaminagao do solo, os potes ficaram em descanso por
aproximadamente 24 horas para que os compostos volateis evaporassem. Com isso, foi possivel
notar que o 6leo queimado constituia apenas os primeiros centimetros da camada do solo,
conforme Figura 5. Dessa forma, foi necessario o revolvimento do solo dos potes, utilizando o
método padrdo de trés viradas leves do pote, para que ficassem com aspecto homogéneo em
relagdo ao contaminante. Os solos das amostras solo ndo contaminado e solo controle também

foram agitados.

Figura 5 — Solo contaminado por oleo lubrificante queimado com o contaminante apenas nos primeiros
centimetros do solo.

Fonte: Autor, 2021.

4.5 Aplicacio de nutrientes nas amostras

Apds mais um intervalo de 7 dias, foram determinados, adicionados e misturados as 3
amostras com “solo contaminado revolvido e tratado com nutrientes” os nutrientes que serao
utilizados como tratamento. Como citado no trabalho de Rizzo et. al (2007), a corre¢dao de
nutrientes em uma biorremediagcdo geralmente utiliza a relagao C:N:P:K de 100:10:1:1, citada
por Lally e Russel (1996), embora, Deuel e Holliday (1997) propdem uma relagdo C:N:P:K de
150:1:0,25:0,25 argumentando ser suficiente durante o processo de degradagdo. Para
determinar a relacdao de nutrientes utilizada nesse experimento utilizou-se a relagdo (200*teor
de carbono):10:0,8:1 por estar em um intervalo seguro entre as duas referéncias.

A quantidade de nutrientes desejados para tal experimento foram calculados e

expressos na Tabela 1:
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Tabela 1 - Quantidade de nutrientes necessarios por kg de solo.
Quantidade (g/kg) a uma Quantidade (g/kg) a uma
Nutrientes concentracao de 20.000 concentracao de 10.000
ppm de contaminante. ppm de contaminante.
Ca 0,4 0,2
K 0,2 0,1
P 0,16 0,08
N 0,8 0,4
Fonte: Autor, 2021.

Com essa relagdo e de acordo com a massa molar dos reagentes disponiveis no estoque

do laboratério foram utilizados, para tratamento dos potes em questdo, os compostos

mencionados na Tabela 2:

Tabela 2 - Quantidade de reagentes utilizados para o tratamento de 400g solo contaminado por pote.
Quantidade (g) a uma Quantidade (g) a uma
Reagentes concentragdo de 20.000 concentragao de 10.000
ppm de contaminante. ppm de contaminante.
CaCl, 1,11 0,555
KH>PO4 0,7 0,35
CH4N2O 1,74 0,87
Fonte: Autor, 2021.

Pode ser visto na Figura 6 a adig@o desses nutrientes aos potes:

Figura 6 — Potes da amostra “Contaminado revolvido com nutrientes” recebendo os nutrientes.

- . H

Fonte: Autor, 2021.
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Ap6s o acréscimo dos nutrientes e com o experimento devidamente montado, iniciou-

se o tratamento de revolvimento padrdo de 3 viradas leves por pote em determinadas amostras.

Os solos com as identificagdes de “Contaminado revolvido” e “Contaminado revolvido e

tratado com nutrientes” foram homogeneizados de 7 em 7 dias por aproximadamente 4

s€émanas.

4.6 Teste ecotoxicologico com Eisenia fetida

Para a montagem do ensaio de fuga seguiu-se os requisitos e especificacdes

recomendados conforme descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Resumo dos requisitos para o ensaio de fuga com minhocas.

Requisitos Especificacao
Tipo de ensaio Comportamental
Referéncias NBR/ISSO 17512-1 (ABNT, 2011)
Duragao total 48 h

Organismo-teste

Minhocas E. fetida ou E. andrei (adultos, com peso individual
entre 300 mg e 600 mg). 4. gracilis e E. eugeniae adultas com
peso individual >1 g. P. corethrurus adultas com peso
individual >700 mg. P. excavatus adultas com peso individual
entre 200 e 400 mg.

Alimentagao

Sem alimentagdo durante o ensaio.

Substrato

Solo artificial/natural ou de areas contaminadas.

Quantidade de solo por
recipiente

Preencher cada lado da caixa (1 L a 3 L de capacidade,
dependendo do organismo teste) com solo até a altura de 5 cm
a6cm.

Ambiente de ensaio

Camara ou sala climatizada, temperatura 20 + 2 °C,
luminosidade entre 400 e 800 Ix, fotoperiodo controlado em
ciclos de claro/escuro entre 12 h/12 h e 16 h/8 h (ABNT,
2011).

Numero recomendado de

5 e um controle.

repeticdo

concentracoes

Numero minimo de 5
repeticdes/tratamento

Numero de organismos por | 10

Efeito observado

Comportamento de fuga (% de fuga).
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Expressao dos resultados CENO, CEO, CE50/CE20 em 48 horas. Além de: toéxico ou
nao toxico.

Critérios de validade Ensaio controle com uma propor¢ao média de 40% a 60% das
minhocas em cada compartimento; mortalidade < 10%.

Substancia de referéncia Acido borico, resposta de fuga para 750 mg H3BO3 kg-1 solo
(massa seca).

Fonte: NIVA; BROWN, 2019.

Com o fim das 4 semanas, o primeiro passo para iniciar o teste ecotoxicoldgico foi
ajustar a umidade para 60% da capacidade de retencdo de 4gua do solo, conforme exigido na
norma a ser seguida. Para isso, repetiu-se o processo experimental utilizado para determinar a
capacidade de retengdo em 40%, no momento anterior a contaminagdo do solo, descrito no
subitem 4.3.

Com isso, foi montado em um pote com didmetro de 12,5 cm e altura de 8,5 cm, dividido
ao meio com uma divisdria, as amostras para o ensaio ecotoxicoldgico.

De um lado da diviséria foi colocado o solo controle e do outro as amostras do

experimento, conforme exemplificado na Figura 7:

Figura 7 - Recipiente teste circular para o ensaio ecotoxicologico com a divisoria entre as amostras de solo.

Fonte: Autor, 2021.

Com a montagem dos 12 potes, divididos em “Solo Controle”/’Solo Nao
Contaminado”, “Solo Controle”/*“Contaminado”, “Solo Controle”/*“Contaminado revolvido” e
“Solo Controle”/“Contaminado revolvido e tratado com nutrientes” conforme Figura 8, as
divisérias foram removidas e em cada recipiente colocados 10 individuos de FEisenia fetida

dispostos no meio do pote sem interferéncia da escolha do solo pela minhoca.
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Figura 8 - Organograma da montagem dos potes para o teste de evitamento ou fuga.
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Fonte: Autor Gabriel Sousa Alves, 2021.

Para evitar a fuga de dentro dos recipientes, 0 mesmo foi lacrado com uma tampa
levemente furada para facilitar a respiragdo e troca de gases com o ambiente conforme Figura

9.

Figura 9 - Teste de fuga montado em recipientes, com Scm de altura de solo, 10 minhocas por pote e lacrado
por tampa levemente furada para facilitar trocas gasosas. .

Fonte: Autor, 2021.

Os dois ensaios foram feitos em triplicata para cada amostra e durou 48 horas, conforme
sugere ABNT NBR ISO 17512-1/2011. No fim desse periodo as divisorias foram recolocadas
no meio do pote para evitar qualquer movimentagao que influenciasse o resultado. Assim, foi

realizada a contagem das minhocas em cada por¢ao de solo, calculando-se a porcentagem de
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rejei¢do aos diferentes tratamentos do solo contaminado com o 6leo lubrificante queimado em

relacdo a amostra controle.

4.7 Analise dos dados

Os resultados analisados no estudo de evitamento ou fuga sdo calculados e dados em

porcentagem conforme sugere a formula presente na norma ABNT NBR ISO 17512-1/2011:

E(%)=< >>< 100

Onde:

E = Evitamento, em porcentagem.

C = Numero de minhocas no solo controle (por recipiente ou no solo controle de todas
as réplicas).

T = Numero de minhocas no solo teste (por recipiente ou no solo teste de todas as
réplicas).

N= Numero total de minhocas (usualmente 10, por recipiente ou no solo de todas as
réplicas).

A andlise se dé sobre a quantidade de organismos vivos encontrados na por¢ao de solo
controle em relagdo ao solo teste. Observando entdo tal comportamento, ¢ possivel dizer se a
funcdo de habitat ¢ limitado ou toxico nas amostras de solo teste quando os individuos

demonstram sua preferéncia pelo lado do recipiente em que se encontra o solo controle.
5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de fuga ou evitamento, realizado com base na norma ABNT NBR ISO 17512-
1/2011, teve duracdo de 48 horas e foi feito em triplicata para cada amostra. Na Tabela 4 estdo

representados os dados obtidos apds o fim do experimento.
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Tabela 4 - Resultado experimental do teste de fuga com a média de 3 repeti¢oes cada (n=3) e concentragdo de
10.000 ppm (4 ml de contaminante).

Disposi¢do dos individuos Evitamento Mortalidade

Solo Controle Solo tratado (%) (%)
Tratamentos Vivas Mortas Vivas Mortas
Solo Nao Contaminado 15 5 9 1 20 20
Solo Contaminado 18 5 6 1 40 20
Solo Contaminado Revolvido 16 3 8 3 26,6 20
Solo Contaminado Revolvido e
Tratado com Nutrientes 27 2 1 0 86,6 6,6

Fonte: Autor, 2021.

De acordo com a ABNT NBR ISO 17512-1/2011, se houver uma fuga ou evitamento
maior ou igual a 80% pelas minhocas o habitat ¢ considerado limitado ou tdxico, ou seja, €
improprio para sobrevivéncia e reproducao do individuo. Podemos observar que essa condi¢ao
se realiza na amostra de solo contaminado revolvido e tratado com nutrientes.

Entretanto, ainda seguindo pardmetros da norma ABNT NBR ISO 17512-1/2011, ha um
critério de validacdo a ser seguido em que diz que se houver uma perda ou morte de individuos
maior que 10% por tratamento, o teste ndo ¢ valido. Considerando esse pardmetro, o teste de
fuga ou evitamento nesse experimento foi invalido, visto que a perda de individuos foi
consideravel em todas as amostras, mesmo no solo ndo contaminado.

Anteriormente a esse experimento foi realizado um outro teste similar, com o dobro da
quantidade de contaminante e o dobro de nutrientes. Entretanto, no teste feito com 20.000 ppm
(8ml) de oleo lubrificante de motor queimado a perda de individuos foi ainda maior do que a
observada nos ensaios com 10.000 pmm e 4ml de poluente como pode ser visto na Tabela 5

abaixo.

Tabela 5 - Resultado experimental do teste de fuga com a média de 3 repeti¢oes cada (n=3) e concentragdo de
20.000 ppm (8 ml de contaminante).

Disposi¢ao dos individuos Mortalidade

Solo Controle Solo tratado Evitamento (%) (%)
Tratamentos Vivas Mortas Vivas Mortas
Solo Ndo Contaminado 6 9 5 10 3,3 63,3
Solo Contaminado 16 6 1 7 50 43,3
Solo Contaminado 63,3
Revolvido 9 10 2 9 23,3
Solo Contaminado
Revolvido e Tratado com 96,6
Nutrientes 1 14 0 15 3,3

Fonte: Autor, 2021.
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Apesar disso, pode-se dizer que o tratamento estava em progresso, visto que apos a
reducdo de contaminante e a redu¢dao dos nutrientes, para o mesmo periodo de tratamento, a
perda foi menor. Os microrganismos presentes no solo podem desenvolver uma capacidade de
degradacao de poluentes apos um longo periodo de exposi¢do a ele, sendo adaptaveis a uma
baixa concentragdo de contaminantes (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2010). Sendo
assim, ¢ provavel que a quantidade de contaminante foi alta demais para a degradagdo dos
microrganismos presentes nos 400g de solo das amostras e/ou que o tempo de exposicao de 4
semanas ao tratamento foi insuficiente para degradar significativamente o contaminante. Pode
ser discutivel também o alto teor de nutrientes nas amostras, o que pode ter aumentado
consideravelmente a salinidade do solo, sendo prejudicial as minhocas no seu habitat desejavel
e também a area disponivel para o deslocamento dos organismos, que como descrito por Niva;
Brown (2019) para as minhocas da espécie E. fetida para o teste de fuga, os potes utilizados
devem ter uma area de aproximadamente 200 cm? e capacidade para 1 L a 2 L que possibilitem
cerca de 5 cm a 6 cm de camada de solo e, como os potes utilizados nesse experimento
apresentam capacidade aproximadade 1 L e 5 cm de altura de solo, o movimento dos individuos
ficou limitado, sendo entdo que com potes maiores o deslocamento e fuga de um ambiente letal
para os bioindicadores poderia ser maior.

Vale salientar que, apesar das questdes discutidas acima, o numero de perda de
individuos na amostra em que foi utilizada a técnica de bioestimulacdo por nutrientes foi menor
do que nas outras em que ndo houve nenhum tratamento ou somente a aeracdo. O combinado
de bioestimulacdo por nutrientes mais aeracdo resultou, analisando em geral, um ambiente
relativamente propicio a vida, visto que foi a inica amostra a atingir o critério de validac¢do do
teste de fuga tendo uma perda de minhocas menor que 10%, apesar de que isso ainda ndo valida
o teste, pois para ser valido o critério deve ser atendido por todas as amostras do experimento.
Fazendo a andlise entre o solo controle e o solo que recebeu a bioestimulagdo por nutrientes,
houve aproximadamente 86% de fuga do solo contaminado biorremediado para o solo controle,
verificando que embora o tratamento forneca uma baixa perda de individuos, os exemplares de
E. fetida preferem o solo sem contaminante para viverem, deixando indicios de que o ambiente
ainda est4 toxico e inapropriado para organismos utilizados como bioindicadores no estudo.
Uma possivel causa para esse evitamento alto € a salinidade do solo que pode ter se elevado no
tratamento com aplicacao de sais de nutrientes.

Observando os resultados de fuga das minhocas nas amostras de solo contaminado e

solo contaminado revolvido, o primeiro — que ndo recebeu tratamento nenhum — teve uma fuga
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maior para o solo controle em relagdo ao segundo, sendo de aproximadamente 40% e 26% de
fuga respectivamente. A agitacdo do solo facilita a distribuicdo dos microrganismos entre um
ponto de contaminag¢do e outro, visto que a capacidade de dispersdao desses organismos ¢
limitada (RIZZO et. al, 2007). Com a dispersao dos microrganismos a degradacdo tende a ser
maior, uma vez que ¢ em contato com o contaminante e os nutrientes que ha a metabolizagao
dos mesmos. Nao se pode esquecer, entretanto, que o revolvimento do solo favorece a aeragao
e que, em condig¢des aerdbicas, os microrganismos que utilizam o oxigénio como aceptor final
de elétrons e o carbono do contaminante como fonte de carbono contribuem para a
descontaminagdo. Por ter sido utilizado como contaminante o 6leo lubrificante queimado
derivado de petréleo houve um aumento significativo de carbono, o que cria um déficit de
nutrientes no habitat (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2010). E apesar de ser conhecido
que os microrganismos necessitam de nutrientes tanto quanto de um aceptor final de elétrons
para sobreviverem, a aeragao tem importancia comprovada nos tratamentos de biorremediacao
visto que o oxigénio tem fun¢do de substrato em reacdes biodegradativas como rompimento
dos anéis, a hidroxilagdo dos compostos aromaticos ¢ a oxidagdo dos compostos alifaticos
(RIZZO et. al, 2007; PROVIDENTI; LEE; TREVORS, 1993).

A alta fuga dos bioindicadores da amostra do solo contaminado pode ter se dado entdo
pela alta concentragcdo de contaminante, por causa da baixa degradacdo que por sua vez, pode
ter sido causada tanto pela falta de agitacdo para dispersao dos microrganismos quanto pelo

baixo teor de oxigénio proporcionado pela falta de aeragdo do meio.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do teste de fuga com concentragdo de 10.000 ppm apresentam uma alta
rejeicdo das amostras de solo contaminado revolvido e tratado com nutrientes em relacao as
outras. Entretanto, quando analisados os tratamentos de bioestimulacdo com nutrientes, essa
amostra ¢ a que apresenta maior sucesso no seu objetivo de degradagdo da substancia toxica,
uma vez que apresenta a menor letalidade aos bioindicadores. No entanto, a concentracao de

sais desse tratamento pode ter aumentado a porcentagem de evitamento das minhocas.
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Para um maior aproveitamento do ensaio de fuga, para essas concentracdes de
contaminante, a redu¢do de nutriente e o aumento do tempo de exposicao ao tratamento traria
maiores resultados. Em compilado com a técnica de biorremediagao por bioestimulacao seria
interessante aplicar técnicas de extragao de vapor, visto que ao decorrer do teste o cheiro do
contaminante foi notavel o que indica a presenca de compostos volateis.

O presente teste de fuga para o contaminante 6leo lubrificante queimado derivado de
petroleo, ndo foi valido por nao atender ao critério de validagdo da norma ABNT NBR ISO

17512-1/2011 que ndo admite perda ou morte de individuos maior que 10%.
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