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RESUMO

Durante o processo de exploracdo, refino, transporte e as operacdes de armazenamento de
combustiveis e/ou de seus derivados podem vir a ocorrer derramamentos acidentais
ocasionando a contaminacéo de solos, rios, atmosfera (Andrade et al., 2010). Uma estratégia
para eliminagdo de combustiveis no solo é a biorremediagdo, processo que transforma, por
meio da atividade bioldgica, os contaminantes em substancias inertes. Esse recurso € limitado
por alguns fatores como a falta de micro-organismos ou condi¢des ambientais desfavoraveis a
eles. Sendo assim, este trabalho propds o tratamento de solo contaminado por biodiesel bruto
(BB) empregando cultura mista advinda de local contaminado por derivados de petroleo. Apos
adaptacdo desta cultura ao BB foi proposta a utilizacdo de trés tipos de biorreatores: a)
biorreator de bandeja aberto, b) biorreator com bandejas em sistema fechado com controle de
temperatura, umidade, nutrientes (N e P) c¢) biorreator rotativo de confeccdo simples com
sistema de agitacdo eficiente. Nestes biorreatores foram estudadas as seguintes condicdes:
biorreator bandeja e biorreator rotativo com variacdo de temperatura e concentracdo de
biodiesel bruto, além de biorreator bandeja com variacdo da relacdo C:N e C:P. A proposta
destes biorreatores teve como principais finalidades aumentar a remocao da carga poluidora
(Biodiesel Bruto - BB) e reduzir o tempo de biorremediagéo. Inicialmente adaptou-se a cultura
mista utilizada no trabalho ao meio liquido contendo concentracbes crescentes de
contaminantes. Na sequencia esta mesma cultura foi adaptada ao solo contaminado. Foram
também realizados testes preliminares de modo a identificar as melhores condicdes de trabalho
quanto a concentracdo de inoculo inicial e a quantidade de biodiesel bruto suportado pela
cultura mista. Apds os testes preliminares foram realizados os Delineamento de Composto
Central (DCC) averiguando as faixas das varidveis em estudo para as melhores condices.
Finalmente foram realizadas as avaliacdes, sendo estas, os testes com as melhores condi¢cfes
obtidas no DCC. Ao longo do trabalho obteve-se como resultados, a concentragéo de 8% v/v de
contaminantes como a maxima suportada por esta cultura. Nesta concentracdo foi obtida uma
remocdo de Carbono Orgénico Total (COT) de 65% com uma concentracdo celular final de
10 *® UFC/mL. A cultura mista quando passada para o solo para adaptacéo ao meio, apresentou
um aumento consideravel, chegando ao final dos 56 dias de processo a uma concentracdo
celular da ordem de 10'°® UFC/mI para bactérias e fungos. Os primeiros testes preliminares
realizados apresentaram a opcao de 25% de indculo (m/m) como a melhor por obter uma
quantidade desejada de microbiota (na ordem de 10" UFC/mL) e resultados satisfatérios de
remogdo de contaminantes comparados com 0s outros testes realizados. A cultura mista
suportou a mesma quantidade de contaminantes que havia no meio liquido, quando passada
para o solo (80.000 mg BB em TPH.kg ™ de solo). Nos Planejamentos Experimentais, cada um
apresentou caracteristicas especificas, onde as quantidade de remocéo de BB variaram de 33,9 a
100%, 19 a 100% e 25 a 100%, nos DCC1, DCC2 e DCC3, respectivamente. Durante as
avaliagOes, 0s micro-organismos apresentavam uma boa capacidade de remocgao, mostrando-se
bem adaptados e eficientes, provavelmente devido a estes micro-organismos ja estarem
adaptados ao solo, pois no caso das concentracdes de 50.000 e 70.000 mg BB em TPH. kg™ de
solo, o tempo de biorremediacdo foi de 21 dias, (tempo inferior aos apresentados nos
planejamentos experimentais) enquanto nas concentragcdes de 100.000 e 120.000 mg BB em
TPH. kg™ de solo foi de 42 dias (valores estes de concentracdo de biodiesel superiores ao
utilizados nos planejamentos experimentais).

Palavras-Chave: biorremediagéo, solo contaminado, biodiesel.



ABSTRACT

During the exploration, refining, transportation and storage operations of fuel and / or its
derivatives may occur accidental spills causing contamination of soils, rivers, atmosphere
(Andrade et al., 2010). A strategy for the elimination of fuel in the soil is the bioremediation. Its
a process that transforms from the biological activity, contaminants in inert substances. This
feature is limited by factors such as lack of micro-organisms or environmental conditions
unfavorable to them. The aim of this study proposed the treatment of soil contaminated by
crude biodiesel (CB) using mixed culture arising site contaminated by petroleum products.
After adaptation of this crop to the CB was proposed to use three types of bioreactors: a)
bioreactors tray open, b) bioreactor with trays closed system with controlled environment, as
the temperature , moisture, nutrients (N and P) c) rotary reactor simple system with efficient
stirring. These bioreactors were studied the following conditions: tray and rotary bioreactor
with varying temperature and concentration of crude biodiesel (CD), and bioreactor tray with
variation in the C: N and C: P.These bioreactors have as main purpose to increase the removal
of the pollutant load (Crude Biodiesel- CB) and reduce the time bioremediation. Initially at the
work was adapted a mixed culture into medium containing increasing concentrations of
contaminants. In the sequence culture was adapted to contaminated soil. Preliminary tests were
also conducted to identify the best working conditions for the concentration of initial inoculum
and the amount of crude biodiesel supported by mixed culture. After preliminary tests were
performed Delineation of Central Composite (DCC) ascertaining the tracks of study variables
in the best conditions. Finally evaluations were carried out, these being tests with the best
conditions obtained in the DCC. Throughout the study obtained as a result, the concentration of
8% v / v contaminant was the maximum supported by this culture. At this concentration was
obtained by a removal of total organic carbon (TOC) content of 65% with a final cell
concentration of 10'° CFU / mL. The mixed culture when passed to ground for adapting to the
environment, showed a significant increase, reaching the end of the 56 days of the process at a
cell concentration of approximately 10*° CFU / ml for bacteria and fungi. The first preliminary
tests had the option of 25% (w / w) was chosen to obtain a desired amount of microorganisms
(in the order of 10 CFU / mL) and satisfactory results from removal of contaminants
compared with other tests. The mixculture endured the same amount of contaminants in the
liquid medium had when passed to the soil (80,000 mg CB.kg ™ soil). In the experimental
design, each specific features presented, where the amount of removal CB ranged from 33.9 to
100%, 19 to 100% and 25 to 100%, in DCC1, DCC2 and DCC3, respectively. During the
assessments, the microorganisms showed a good removal capacity, being well adapted and
efficient, probably due to these microorganisms are already adapted. In the case of
concentrations of 50,000 and 70,000 mg CB. kg™ soil, the bioremediation time was 21 days
(less time than shown in the experimental design), while the concentrations of 100,000 and
120,000 mg CB. kg™ soil, the time was 42 days (these values of concentration are higher than
these biodiesel concentration used in the experimental design).

Keywords: bioremediation, contaminated soil, biodiesel



1. INTRODUCAO

Atualmente, varias sdo as preocupacdes em relacdo a poluicdo do meio ambiente.
PoluicBes do solo, da agua e do ar com os mais diferentes compostos (petréleo e seus derivados,
pesticidas, SO,, NO,, CO, particulas finas etc.) sdo anunciadas constantemente nos meios de
comunicacdo. Uma atencdo em especial da comunidade cientifica tem sido dada aos impactos
decorrentes de derrames acidentais de petroleo e seus derivados. Varios sdo os trabalhos
cientificos que abordam o tratamento bioldgico de solos e &guas contaminados por
hidrocarbonetos (VIEIRA et al., 2009a, 2009b; VIEIRA et al., 2007; BAPTISTA et al., 2003).

A intensiva busca por fontes alternativas de energia e processos sustentaveis visando a
reducdo da poluicdo ambiental e o aguecimento global do planeta tem estimulado o mercado
mundial de combustiveis limpos como o biodiesel. Este representa uma alternativa renovavel e
ambientalmente segura aos combustiveis fosseis. O aumento da disponibilidade do biodiesel
com a determinacdo governamental brasileira, em vigor desde janeiro de 2010, que condiciona
a adicdo de 5% de biodiesel ao 6leo diesel (além da utilizacdo na sua forma pura) possivelmente
acarretard derramamentos acidentais no ambiente (solo e agua) ocasionando um potencial risco

de contaminacéo.

O biodiesel é um combustivel obtido a partir de matérias-primas vegetais ou animais.
As matérias-primas vegetais sao derivadas de 0leos vegetais tais como soja, mamona, colza
(canola), palma, girassol e amendoim, entre outros, e as de origem animal sdo obtidas do sebo
bovino, suino e de aves. Incluem-se entre as alternativas de matérias-primas os 6leos utilizados

em fritura.

Biodiesel ou acidos graxos metil esterificados sdo compostos de baixa complexidade
estrutural, contendo predominantemente 8 diferentes acidos graxos (C16 - 18) muetil
esterificados, incluindo oleato, palmitato, estearato, linoleato, miristato, laureato e linolenato
(VIEIRA et al., 2006 apud NEWMAN, 1993). Os ésteres metilados presentes no biodiesel
possuem relativamente alto numero de octanas e sdo considerados uma alternativa
biodegradavel aos compostos oxigenados recalcitrantes da gasolina (VIEIRA et al., 2006 apud
LIU e SULFITA, 1994).

Na producdo do biodiesel, outro potencial contaminante que é gerado como subproduto
em seu processamento € o glicerol bruto (glicerina). Apesar de sua ampla aplicagdo em diversas

areas da industria (bebidas, alimentos, farmacéutica, téxtil etc.) reduzir os futuros problemas
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ambientais por acumulacdo de glicerol e tornar a producdo de biodiesel mais rentavel é uma

preocupacéo constante (RIVALDI et al., 2007).

O glicerol é o principal subproduto gerado na producdo de biodiesel, sendo que
aproximadamente 10 % do volume total de biodiesel produzido correspondem a glicerol
(RIVALDI et al., 2007 apud DASARI et al., 2005).

O glicerol obtido resultante da transesterificacao de triglicerideos com alcool apresenta
impurezas como agua, sais, ésteres, alcool e dleo residual, que Ihe conferem um baixo custo e

compromete a sua aplicacdo (OOl et al., 2004).

Os processos para sua purificacao incluem filtracdo, destilacéo a vacuo, descoloracéo e
troca de ions para a remogao principalmente de K* e Na* utilizados como catalisadores (YONG
et al., 2011). No entanto, os tratamentos de purificacdo sdo de custo excessivamente elevados
para pequenos e médios produtores nacionais de biodiesel. Devido a este fato, uma maior
quantidade de efluentes contendo glicerol poderé ser descartada no meio ambiente sem nenhum
tratamento, aumentando consequentemente os problemas e riscos ambientais (RIVALDI et al.,
2007).

No Brasil, a producdo e comercializacdo de biodiesel possuem importantes vantagens
devido a grande disponibilidade de matéria-prima para sua produc¢do e ao crescimento continuo
da inddstria de 6leos vegetais e de etanol (RIVALDI et al., 2007).

E importante salientar, que estudos cientificos tém mostrado a eficiéncia de
determinados micro-organismos, como culturas puras e mistas, na degradacao de derivados de
petréleo presentes em agua e solo ap6s adequada etapa de adaptacdo destas culturas a estes
poluentes (SOUZA et al., 2005, MARQUEZ-ROCHA et al., 2005, OKERENTUGBA E
EZERONYE, 2003). Desta forma, pode-se notar que estas culturas também apresentam grande

potencial na aplicacdo a tratamentos de ambientes contaminados por biodiesel bruto.

Para LEBLANC E FITZGERALD (1990), as bactérias executam melhor a degradacéao
de hidrocarbonetos quando se encontram em culturas mistas. O consércio proporciona ou
promove a degradacgdo e até mesmo a mineralizacdo de substancias compostas de uma grande
variedade de hidrocarbonetos, o que segundo ROBINSON et al. (1990), ndo seria possivel com

a utilizacdo de uma cultura pura.

Em uma cultura mista, o produto metabdlico pode ser degradado por outra especie € 0

ataque de outros micro-organismos pode levar a uma completa degradacao do produto, mesmo



que dentro da comunidade ndo exista um Unico micro-organismo capaz de degrada-lo
totalmente (KATAOKA, 2001).

Deste modo, estudos realizados com cultura mista possuem vantagens sobre estudos
realizados com cultura pura. A primeira e mais importante € que a capacidade biodegradativa
de uma comunidade € muito maior quantitativa e qualitativamente. Segundo, a resisténcia da
comunidade &s substancias toxicas pode ser maior, porque ha uma maior probabilidade de que
um organismo que possa detoxifica-las esteja presente. Finalmente, o fato de que a
mineralizacdo de compostos xenobioticos algumas vezes requer a unido da atividade de
maltiplas enzimas (GRADY, 1985).

Os investimentos para a producdo de biodiesel no Brasil estdo crescendo em ritmo
acelerado e consequentemente tém aumentado as preocupacGes com as possiveis
contaminagdes de solo e agua por residuos gerados no processo, justificando esse estudo como

uma importante contribuicdo cientifica para o tratamento desse tipo de ambiente, o solo.

Atualmente, pesquisas e medidas para biorremediacdo de solos contaminados por
compostos provenientes do processamento do biodiesel ainda séo escassas. Para que 0 processo
de biorremediacdo de areas contaminadas por estes compostos (biodiesel e glicerol) possam ser
aplicados com sucesso, um bom planejamento inicial e selecdo de uma cultura eficiente na

degradacédo dos poluentes (em solo ou 4gua) devem ser realizados.

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo geral promover a biorremediacdo de
solos contaminado por biodiesel bruto (BB) empregando uma cultura mista e trés tipos de
configuracdo de reatores: a) biorreatores de bandeja aberto, b) biorreatores com bandejas em
sistema fechado com controle de temperatura, umidade, nutrientes (N e P) e c) biorreatores
rotativos com a finalidade da escolha da melhor configuracdo. A escolha destas configuracdes
de biorreatores foram empregados com a finalidade de aumentar a remocao da carga poluidora

(BB) e reduzir o tempo de biorremediagéo.
Os objetivos especificos foram:
e adaptar a cultura mista C1 aos contaminantes em meio liquido;
e adaptar a cultura mista C1 ao solo contaminado com biodiesel bruto;

o realizar testes preliminares de modo a identificar as faixas de trabalho
relacionadas a quantidade de inoculo e concentragdo de biodiesel bruto no 1°

planejamento experimental;



e otimizar as variaveis temperatura, concentracdo de biodiesel (em biorreatores de
bandeja e rotativo), relagdo C:N, relacdo C:P (em reatores bandeja) através da

realizacdo de planejamentos experimentais;

o realizar avaliagbes utilizando as condigdes otimizadas nos planejamentos
experimentais.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Solos

O solo se divide basicamente em trés fases: liquida (agua e solucéo do solo), gasosa
(vapor d’agua, CO,, O,, NH3 e outros gases) e solida (particulas de solo e seres vivos). As fases
liquida e gasosa sdo complementares e ocupam 0s espacos vazios formados entre os solidos
(Prevedello, 1996).

O solo normalmente contém um grande numero de diversos micro-organismos
incluindo bactérias, algas, fungos, protozoarios e actinomicetos. Destes organismos, as
bactérias sdao 0s mais numerosos e bioquimicamente ativos, particularmente a baixos niveis de
oxigénio. As bactérias requerem uma fonte de carbono para o crescimento celular e uma fonte
de energia para suster as funcGes metabolicas requeridas para o crescimento. As bactérias
também requerem nitrogénio e fosforo para o crescimento celular. A Figura 1 apresenta a

classificacdo da composigédo do solo por camadas.
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Figura 1 - Composicao do solo por camadas.

Os solos séo caracterizados por uma alta variacdo de suas propriedades fisicas e
quimicas, tanto na distribuicdo horizontal quanto na vertical. LEKTOROWICZ (1993) destaca
a importancia da textura e da porosidade do solo para o sucesso do processo de biorremediagéo,
ja que os mesmos influenciam diretamente a densidade e permeabilidade e assim no
comportamento dos gases e da agua no solo. Solos arenosos podem ser tratados mais facilmente
do que solos com fra¢Bes mais finas (silte e argila). A textura também influencia a capacidade
de retencdo dos contaminantes, uma vez que os solos argilosos séo capazes de reter, através de

adsorcdo, mais contaminantes do que solos arenosos (BERGER, 2005 apud SCHEFFER et al,



1998). A Tabela 1 mostra a relacdo do diametro das particulas do solo com a sua respectiva

classificagéo.

Tabela 1 - Diametro das particulas de solo em cada fracdo

« Diametros das
Nome da fragdo .
particulas (mm)
Cascalho 20-2
Areia grossa 2-0,2
Areia fina 0,2-0,05
Silte 0,05-0,002
Argila <0,002

2.2. Biodiesel e sua producao

Conforme definicdo contida na Lei n® 11.097, de 13 de janeiro de 2005, o biodiesel é um
“biocombustivel derivado de biomassa renovavel para uso em motores a combustdo interna
com ignigéo por compressao ou, conforme regulamento, para geragéo de outro tipo de energia,
que possa substituir parcial ou totalmente combustiveis de origem fossil”. O biodiesel pode ser
usado puro ou misturado ao diesel em diversas proporcdes. A mistura de 2% de biodiesel ao
diesel de petrdleo é chamada B2 e, assim sucessivamente, até o biodiesel puro, denominado
B100 (CNI, 2007).

Biodiesel ou acidos graxos metil esterificados sdo compostos de baixa complexidade
estrutural, contendo predominantemente 8 diferentes acidos graxos (C16 - 18) muetil
esterificados, incluindo oleato, palmitato, estearato, linoleato, miriato, laureato e linolenato
(VIEIRA et al., 2006 apud NEWMAN, 1993). Os ésteres metilados presentes no biodiesel
possuem relativamente alto nimero de octanas e sdo considerados uma alternativa
biodegradavel aos compostos oxigenados recalcitrantes da gasolina (VIEIRA et al., 2006 apud
LIU e SULFITA, 1994).

No Brasil, a producao e comercializagdo de biodiesel possuem importantes vantagens
devido a grande disponibilidade de matéria-prima para sua produgéo e ao crescimento continuo
da industria de 6leos vegetais e de etanol (RIVALDI et al., 2007).

Em 2003, tiveram inicio os primeiros estudos concretos para a criacdo de uma politica
do biodiesel no Brasil e, em dezembro de 2004, o governo langcou o Programa Nacional de

Producéo e Uso do Biodiesel (PNPB). O objetivo, na etapa inicial, foi introduzir o biodiesel na



matriz energética brasileira, com enfoque na inclusdo social e no desenvolvimento regional
(MME, 2013a).

Desde o lancamento do PNPB, a iniciativa privada vem aportando recursos, realizando
investimentos na distribuicdo do combustivel, em laboratorios, em pesquisa e na producao de
matérias-primas. A mistura de biodiesel ao diesel fossil teve inicio em dezembro de 2004, em
carater autorizativo. Em janeiro de 2008, entrou em vigor a mistura legalmente obrigatoria de
2% (B2), em todo o territério nacional. Com o perceptivel amadurecimento do mercado
brasileiro, esse percentual foi ampliado pelo Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE)
sucessivamente até atingir 5% (B5) em janeiro de 2010, antecipando em trés anos a meta
estabelecida pela Lei n® 11.097, de 13 de janeiro de 2005 (MME, 2013a).

Regularmente, o biodiesel é vendido misturado ao diesel de petréleo em mais de 30 mil
postos de abastecimento espalhados pelo pais. Vérios indicadores confirmam o sucesso do
PNPB. Com relacéo a producao desse tipo de biocombustivel, saltou de 69 milhdes de litros em
2006 para 2,74 bilhdes de litros em 2012. Esse resultado credencia o Brasil como um dos
maiores mercados mundiais de biodiesel, juntamente com a Alemanha e os Estados Unidos,

que produzem e consumem este combustivel renovavel hd muito mais tempo (MME, 2013a).

Na producdo do biodiesel, uma variedade de 6leos pode ser usada para produzir este
biocombustivel. Ele é obtido comumente a partir da reacdo de algum éleo ou gordura, com um
alcool (normalmente metanol ou etanol) na presenca de um catalisador basico — reacdo de
transesterificacdo, como pode ser visto na Figura 2. Dentre o0s 6leos que podem ser utilizados,
tém-se 0 6leo de soja como matéria-prima virgem, sendo o mais comumente usado, aléem do

6leo de outras culturas como a mostarda, linho, girassol, palma, coco, etc.
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Producdo de Biodiesel a partir da transesterificacao de 6leos vegetais (Adaptado de Mota et al. 2009).

Figura 2 - Reacdo de Transesterificacdo para Producdo de Biodiesel. (Adaptado de Mota et al, 2009)


http://pt.wikipedia.org/wiki/Mostarda
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http://pt.wikipedia.org/wiki/Coco

Além do dleo vegetal, outros tipos de Oleos e gorduras podem ser utilizados como
matéria-prima na producéo do biodiesel. Dentre eles tém-se o dleo vegetal residual, aqueles
utilizados em frituras, que se tornaram uma possibilidade de matéria-prima ecologicamente
correta. A gordura animal que inclui sebo, banha de porco, graxa amarela, gordura de frango,
6leo de peixe que sdo fontes de gorduras e um subproduto na producdo de carne, também
podem ser utilizadas no processo de fabricagdo de biodiesel, conforme se verifica na Figura 3.
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Figura 3 - Esquema Completo da Producéo de Biodiesel.

Referéncia <www.tnsustentavel.com.br/biodiesel>

Ao se falar em biodiesel, que é um biocombustivel, logo se remete a perspectiva de
reduzir a poluigdo ambiental que € hoje um objetivo mundial. O uso de combustiveis de origem
féssil tem sido apontado como o principal responsavel por isso. A Comunidade Européia, 0s
Estados Unidos, Argentina e diversos outros paises vém estimulando a substitui¢do do petréleo
por combustiveis de fontes renovaveis, incluindo principalmente o biodiesel, diante de sua
expressiva capacidade de reducéo da emissdo de diversos gases causadores do efeito estufa, a
exemplo do géas carbénico e SO,. Melhorar as condi¢gdes ambientais, sobretudo nos grandes
centros metropolitanos, também significa evitar gastos dos governos e dos cidaddos no combate
aos males da poluigdo (MME, 2013b).

Além das vantagens ambientais, o biodiesel contribui para 0 aumento de emprego nas

propriedades rurais, reduzindo os fluxos migratérios campo-cidade (éxodo rural); é uma fonte
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renovavel, podendo ser obtido de uma série de plantas oleaginosas; reduz a dependéncia de
fontes energéticas de origem fossil; e € um excelente lubrificante. Na Figura 4 pode-se observar

o ciclo de producéo do biodiesel.
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Referéncia: http://biodieselunirb.blogspot.com.br/

Figura 4 — Ciclo completo da Cadeia de Producéo e Consumo do Biodiesel

Entretanto, existem opositores ao uso do biodiesel. Especialistas defendem que as areas
destinadas ao cultivo da matéria-prima deveriam ser substituidas por plantacfes de géneros
alimenticios para a populacdo. Afirmam, ainda, que a intensificacdo do uso desse combustivel
podera acarretar diversos danos ambientais: esgotamento do solo, erosdo, desmatamento, etc.
Outro grave problema levantado pelos opositores é com relacdo ao destino e tratamento dos
residuos gerados durante a producdo de biodiesel.

Vale ressaltar também que além das fontes de producao de biodiesel ja consolidadas, ha
outras possibilidades de fabricacdo, com o uso de algas, que podem ser cultivadas utilizando-se
residuos e sem substituicdo de terras atualmente utilizadas para a producdo de alimentos
(ARCEO, 2012).

Na produgéo do biodiesel, outro potencial contaminante que é gerado como subproduto
em seu processamento € o glicerol bruto (glicerina). Apesar de sua ampla aplicacdo em diversas
areas da industria (bebidas, alimentos, farmacéutica, téxtil etc.) reduzir os futuros problemas
ambientais por acumulacdo de glicerol e tornar a producéo de biodiesel mais rentavel é uma
preocupacéo constante (RIVALDI et al., 2007).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Alga
http://pt.wikipedia.org/wiki/Aquacultura

O glicerol é o principal subproduto gerado na produgdo de biodiesel, sendo que
aproximadamente 10 % do volume total de biodiesel produzido correspondem a glicerol
(RIVALDI et al., 2007 apud DASARI et al., 2005).

O glicerol obtido resultante da transesterificacdo de triglicerideos com alcool apresenta
impurezas como &gua, sais, ésteres, alcool e 6leo residual, que Ihe conferem um baixo preco de
venda e compromete a sua aplicacdo (OOl et al., 2004). Os processos para sua purificagéo
incluem filtracdo, destilacdo a vacuo, descoloracdo e troca de ions para a remocao
principalmente de K* e Na" utilizados como catalisadores (YONG et al., 2001). No entanto, os
tratamentos de purificacdo sdo de custo excessivamente elevados para pequenos e médios
produtores nacionais de biodiesel. Devido a este fato, uma maior quantidade de efluentes
contendo glicerol poderd ser descartada no meio ambiente sem nenhum tratamento,

aumentando consequentemente os problemas e riscos ambientais (RIVALDI et al., 2007).
2.3. Biorremediacao

A aplicacdo da biorremediagdo no tratamento de ecossistemas contaminados com
gasolina e diesel ja foi alvo de alguns estudos (VIEIRA et al., 2009a, 2009b; VIEIRA et al.,
2007; BAPTISTA et al., 2003; SILVA, 2004). No entanto, poucos trabalhos deram énfase a
presenca do biodiesel como contaminante. As informagdes disponiveis na literatura indicam
que a presenca de biodiesel no éleo diesel, ou mesmo o biodiesel sem misturas, apresentam
diferentes resultados de remocdo ou toxicidade quando comparados (LAPINSKIENE, 2006;
LEME, 2012). Nesse contexto, e considerando a relevancia da contaminacdo dos solos com
combustiveis, é fundamental conhecer as possiveis implicacdes da interacdo do contaminante

com 0 ecossistema.
2.3.1. Aspectos tedricos

A biorremediagdo vem se mostrando ao longo dos anos como uma alternativa
promissora ao tratamento de solos contaminados e efluentes domésticos e industriais. Sua
aplicacdo é diversificada e vasta no que tange a recuperagéo de areas degradadas como antigos
lixdes e aterros sanitarios desativados, assim como areas (industriais ou ndo) que possam ter
sofrido algum derramamento de substancias quimicas de potencial toxico consideravel, ou por
tantas outras formas de intervencdes antrépicas que venham a comprometer as condi¢Ges dos

solos e das aguas disponiveis no meio (USEPA, 1997).

A biorremediacdo pode ser definida, de acordo com a Agéncia de Protegdo Ambiental

Americana (USEPA, 2001) como um processo de tratamento bioldgico/natural que utiliza
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micro-organismos para transformar substancias perigosas presentes no ambiente (solo e agua)

em substancias menos ou nao toxicas, através de processos de degradacdo biologica.

De maneira geral, 0s micro-organismos presentes no solo e na agua utilizam estes
contaminantes como fonte de energia para o seu metabolismo, transformando-os em agua e
gases inofensivos como o gas carbdnico (CO,). Esta transformacdo é denominada de
mineralizacdo dos compostos quimicos, sendo que plantas e produtos biolégicos como as
enzimas e componentes celulares também podem ser usados como agentes biorremediadores,

tais como 0s micro-organismos (USEPA, 1997).

Durante o processo de biorremediacdo pode ocorrer a geracdo de subprodutos com a
degradacéo parcial de alguns contaminantes, gerando outras substancias e sendo algumas delas
toxicas aos micro-organismos biorremediadores. Estes micro-organismos séo diversificados,

com bactérias e fungos mais frequentemente utilizados (SILVA, 2004).

Deste modo, estudos realizados com cultura mista possuem vantagens sobre estudos
realizados com cultura pura. A primeira e mais importante é que a capacidade biodegradativa
de uma comunidade é muito maior quantitativa e qualitativamente. Segundo, a resisténcia da
comunidade &s substancias toxicas pode ser maior, porque ha uma maior probabilidade de que
um organismo que possa detoxifica-las esteja presente. Finalmente, o fato de que a
mineralizacdo de compostos xenobidticos algumas vezes requerem a unido da atividade de
maltiplas enzimas (GRADY, 1985).

O objetivo da biorremediacdo, quando usada como técnica de tratamento em areas
contaminadas, € induzir ou acelerar os processos bioldgicos naturais de reciclagem de
compostos de interesse, incluindo compostos organicos ou inorganicos. Assim, o desafio
principal € utilizar a capacidade intrinseca dos micro-organismos de degradar matéria organica
para degradar compostos organicos toxicos, tanto de origem natural como sintética (DIAS,

2000). Na Tabela 2 é possivel verificar vantagens e limitagdes deste tipo de processo.

Tabela 2 - Vantagens e Limitaces do processo de biorremediacéo.

PROCESSO DE BIORREMEDIACAO

VANTAGENS LIMITACOES

Biodegrada substancias perigosas ao inves
de apenas transferir o contaminante de um
meio para outro

Necessidade de maior entendimento de seu
funcionamento e qualificacao profissional

Baixo custo (até 85%) N&o é uma solucdo imediata
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PROCESSO DE BIORREMEDIACAO

VANTAGENS LIMITACOES

Produtos utilizados ndo apresentam risco ao

i ) o Acompanhamento durante o processo
meio ambiente e ndo sdo toxicos

Tratamento de residuos considerados de

e N Muitas moléculas ndo sdo biodegradaveis
dificil degradacéo

Uso em &reas de protecdo ambiental, Substéancias toxicas aos micro-organismos
industria de alimentos, entre outras inviabilizam o tratamento

A biorremediacdo de solos contaminados € um procedimento complexo, pois a
interagdo solo-micro-organismo-contaminante é essencial para que a técnica tenha efetividade.
Pardmetros fisicos, quimicos e biolégicos que influenciam o processo da biodegradagdo nédo
devem ser analisados separadamente e sim com o enfoque em suas interagdes. Segundo
GAYLORDE et al. (2005), estes parametros estao estritamente relacionados com o processo da
biorremediacgéo, portanto, a implementacdo de um processo de remediagdo de um ambiente
contaminado, requer a conducdo de estudo detalhado, com uma visdo interdisciplinar,
envolvendo profissionais de diversas areas do conhecimento como microbiologia, bioguimica,

biologia molecular, quimica organica, analitica e engenharia.

O solo apresenta sua complexidade natural, que dentro do processo de biorremediacéo
se reflete nas variaveis tipo de solo (argiloso, arenoso etc.), capacidade de retencdo, teor de
umidade, temperatura, profundidade, capacidade de troca catidnica, oxigenacdo, pH e
nutrientes. A caracterizacdo fisico-quimica do solo a ser remediado é essencial na determinacao

da composicdo C:N:P que séo nutrientes limitantes no processo de biorremediacao.

Quanto aos micro-organismos, 0S ja existentes no solo (autoctones) podem ser
estimulados a se desenvolverem para serem 0s agentes biorremediadores, mas sua identificacao
é essencial, pois também dependem de fatores como pH, temperatura, umidade teor de oxigénio
no meio e nutrientes para se desenvolverem. Micro-organismos aldctones, ou seja, que nao
fazem parte da flora existente no solo, podem ser inseridos no mesmo com a funcdo de
remedia-lo, mas da mesma forma que os autdctones precisam ser identificados, de forma a
facilitar a sua adaptacdo ao solo, haja vista ndo estarem acostumados a tais condi¢es. Além
disso, a disponibilidade de substrato e nutrientes no solo para o metabolismo dos

micro-organismos é fator chave para que a biorremediacdo possa acontecer.

Outra questdo importante na biorremediacao é conhecer o contaminante que se deseja

tratar. A sua composicao quimica deve ser o mais similar possivel da estrutura molecular de
12



substancias naturais j& encontradas no meio e que 0s micro-organismos ja utilizam em suas
sinteses enzimaticas. Com isso a possibilidade dos contaminantes servirem de substratos aos
micro-organismos que serdo o0 agente biorremediador, aumenta a possibilidade de

mineralizacdo deste contaminante.

GAYLORDE et al. (2005), afirma que as enzimas que contabilizam as degradacgdes de
compostos naturais podem apresentar baixa especificidade pelo seu substrato e, desta maneira,
0s contaminantes com estrutura quimica semelhante a compostos naturais podem ser
reconhecidos pelo sitio ativo da enzima, possibilitando, assim, que sejam quimicamente
transformados. Quando o contaminante tem a possibilidade de percorrer todos 0s passos
cataliticos de uma determinada rota metabdlica enzimatica, provavelmente ele se torna uma
possibilidade nutritiva para os micro-organismos, sendo os produtos de sua degradacao
aproveitados pelo seu metabolismo construtivo e energético. Porém, quando o composto é
apenas parcialmente degradado, por acdo de uma ou mais enzimas de uma rota metab6lica sem
0 produto resultante contribua para a sobrevivéncia do micro-organismo, esta transformacao
metabolica é denominada co-metabolismo. O produto do co-metabolismo, muitas vezes, pode
servir de substrato para transformacdes enzimaticas de outras espécies microbianas,
possibilitando a degradacdo completa do contaminante (mineralizacdo). O co-metabolismo
aparentemente uma transformacéo futil quando analisada sob a dtica de um micro-organismo
isolado, tem um papel importante nas biotecnologias de remediacdo de sitios contaminados,
pois, geralmente, nenhum micro-organismo possui todas as enzimas necessarias para a
metabolizacdo completa de um contaminante. Na Figura 5 pode ser visto um esquema geral
para implementagdo de um processo de biorremediacdo para se poder selecionar o tipo de
tratamento mais adequado.

Segundo CORDAZZO (2000), a tecnologia da biorremediacédo € baseada em processos
nos quais ocorrem reacOes bioquimicas mediadas por micro-organismos. Em geral, um
composto organico quando € oxidado perde elétrons para um aceptor final de elétrons, que é
reduzido (ganha elétrons). O oxigénio comumente atua como aceptor final de elétrons quando
presente e a oxidacdo de compostos organicos com a reducdo do oxigénio molecular é chamado
de respiracdo aerdbia heterotréfica. No entanto, quando o oxigénio ndo estd presente,
micro-organismos podem usar COmpostos organicos ou ions inorganicos como aceptores finais
de elétrons alternativos, condigdes estas chamadas de anaerdbias. A biodegradacdo anaerdbia
pode ocorrer pela desnitrificacdo, reducdo do ferro, reducdo do sulfato ou condigdes
metanogénicas.
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Avaliacdo da natureza do
ambiente contaminado p. ex.
(solo, sedimento, aquifero)

'

Caracterizagdo da contaminacéo
(natureza do composto,

quantidade distribuicao)
|

v

Planejamento do tipo de
biorremediacédo (analises
biologicas, geoldgicas, geofisicas,
hidroldgicas)

Decisdo por biorremediagdo  in
situ ou ex situ

! -

Utilizac&o de plantas Utilizacéo de
(fitorremediacéo) micro-organismos
Selegdo e GEP’s Bioestimulacao Bioaumentacéo
introducéo de (introdugéo de (favorecimento de (introducéo de
plantas plantas populactes de micro-organismos
(geralmente geneticamente micro-organismos degradadores)
aléctones com as modificadas autoctones degradadores)
propriedades de
interesse
OGM’S (introducdo
de — \ 4
micro-o_rganismos Autoctones Aléctones (§elegéo de
geneticamente (isolamente e selecdo micro-organismos com
modificados) de micro-organismos as propriedades de
com as propriedades interesse a partir de
de interesse a partir ~ material ex-situ
de amostras do disponivel em cole¢des
ambiente a ser de culturas ou outras
tratado) fontes)

v

Propagacéo e introducdo no ambiente

'

Monitoramento do processo e intervencdes para ajuste

Figura 5 - Esquema geral das etapas para a implementacdo de um processo de biorremediacdo (Gaylorde
et al., 2005, modificado).
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NOORDMAN (1999), afirma que biorremediacdo de solos contaminados com
compostos organicos pode ser limitada pelas taxas de transferéncia de massa. Nestas situacoes,

0s contaminantes tém uma baixa disponibilidade.

Ap0ds as etapas de analises (avaliacdo do ambiente, caracterizagdo da contaminacao etc.)
e escolha do tipo de biorremediacéo, a realizacdo do processo no meio ambiente é uma das
etapas mais criteriosas devido a legislacdo ambiental existente referente ao tratamento de
residuos. Desta forma, deve-se avaliar bem os impactos referentes a esta etapa antes de partir

para sua implementacao.

No item a seguir, técnicas de biorremediagdo e tratamento de solos contaminados
encontram-se detalhadas de forma a elucidar suas aplicaces.

2.3.2. Técnicas de biorremediacao e tratamento de areas contaminadas

Nesta secdo serdo apresentados os tipos de tratamentos mais utilizados em areas
contaminadas. O foco desta sec¢do sera nos tratamentos mais utilizados em solos contaminados
com hidrocarbonetos de petroleo e seus derivados que podem ser também aplicados para o

biodiesel bruto.

A biorremediacdo, como ja introduzido no topico anterior, pode ser dividida em

biorremediacgéo ‘in situ’ e ‘ex situ’ com a utilizagdo de plantas ou micro-organismos.

Biorremediacdo ‘ex situ’: as técnicas bioldgicas ex situ de tratamento de solo

contaminado podem ser divididas em trés grupos basicos: em fase lama (normalmente em
biorreatores); tratamento na camada reativa do solo (landfarming); empilhamento do solo
(compostagem e biopilha) (SEABRA, 2005).

Fase Lama (biorreatores)

O tipo de biorreator mais comum para o tratamento de solos contaminados sdo 0s
reatores de lama ou “slurry reactors”. Neste, apds escavacdo e peneiramento, o solo
contaminado é misturado a uma fase aquosa (que pode conter micro-organismos e/ou nutrientes
e/ou surfactantes). A “lama” gerada contém mais ou menos solidos (de 10 a 40% p/p) em
funcéo do tipo de solo, dos equipamentos de agitacdo e do sistema de aeracdo disponiveis. A
lama tratada normalmente é desidratada ou, alternativamente, pode ser submetida a
biorremediacdo em fase solida. Uma outra op¢do em termos de configuragdo de biorreatores
séo os reatores de fase sdlida, onde trabalha-se com teores reduzidos de umidade no solo (10 —
20%) (R1ZZO et al, 2007).
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Landfarming

O landfarming é o processo de biorremediacdo onde os residuos contaminados com
hidrocarbonetos sdo misturados na camada superficial do solo, em local previamente
preparado. Esta tecnologia visa favorecer a biorremediacdo por viabilizar a reducdo da
concentracdo dos contaminantes no solo por agdo de micro-organismos através de operacdes

adequadas de manejo e gestdo do solo (PAULA et al., 2006).

Compostagem

Na compostagem, o residuo organico € metabolizado e transformado em humus e em
subprodutos inertes, tais como diéxido de carbono, dgua e sais minerais, tanto em condic¢des
aerdbias como anaerdbias. Esse método de estabilizacdo de residuos organicos tem sido
empregado ha varias décadas (USEPA, 1998).

Biopilhas

O tratamento por biopilhas é controlado por processos bioldgicos ex-situ sob condi¢es
aerdbicas. Essa técnica de biorremediacdo envolve basicamente a disposicdo do material
contaminado em montes denominados de biopilhas. Para 0 emprego desta técnica, inicialmente
0 solo € escavado e, em seguida, preparado e colocado em biopilhas, onde é feita a estimulacao
da atividade microbiana através de aeracdo, da adicdo de nutrientes e do aumento da umidade
do solo, com o propdsito de promover a biodegradacdo dos contaminantes de interesse
(ANDRADE, et al., 2010).

Atualmente, muitas publicacBes utilizam os termos biopilha e compostagem quase
como sinénimos. Contudo, de modo geral, para sistemas com revolvimento periddico das
pilhas tem se empregado o termo compostagem. Além disso, a compostagem seria mais bem
caracterizada quando ha um grande teor de matéria organica a ser estabilizado, acarretando
temperaturas elevadas (na faixa termofilica), o que ndo ocorre normalmente com o0s solos
contaminados (SEABRA, 2005).

Biorremediacao ‘in situ’: a biorremediacédo ‘in situ’ é realizada no préprio local, sem
que haja remocdao de material contaminado. Isto evita custos e distirbios ambientais associados
com 0 movimento de solos e dguas que estdo contaminados para outros locais destinados ao
tratamento. De acordo com parametros como origem dos micro-organismos, adicdo ou ndo de
nutrientes, a biorremediacdo in situ pode ser realizada através de trés processos:
biorremediacéo intrinseca (ou atenuacdo natural), bioestimulacdo e bioaumento (MARIANO,

2006).
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Atenuacdo Natural ou Biorremediacéo Intrinseca

E um processo que ocorre naturalmente no solo, dentro de um contexto de remediag&o
monitorada e controlada de um sitio, em um periodo de tempo razoavel, com objetivo de
reduzir a concentracao e toxicidade de contaminantes até niveis adequados a protecdo da saude
humana e ao meio ambiente. Na atenuacdo natural monitorada, a degradacdo do poluente
organico presente no solo ocorre sem adequacdo de qualquer condicdo ambiental, onde a
desestruturacdo do poluente é realizada pelos micro-organismos nativos do local, devido a
adaptacdo natural destes a presenca do contaminante. Esses micro-organismos passam, entdo, a
utilizar o composto organico poluente como fonte de carbono, ocasionando assim uma redugéo
da sua concentracdo ao longo do tempo. Nesse sistema ndo sé os processos bioldgicos estdo
envolvidos, mas também, processos fisicos e quimicos podem ser responsaveis pela reducdo da
concentracdo do poluente (DEON et al, 2012 apud PERELO, 2010; BEZERRA, 2009).

Bioestimulacdo

A bioestimulacdo consiste na adi¢cdo de nutrientes essenciais para 0 metabolismo dos
micro-organismos — carbono, nitrogénio e fosforo, e na corre¢cdo/monitoramento de parametros
como oxigénio, pH, temperatura e umidade de forma a estimular o seu crescimento no solo

contaminado e consequentemente a remogao dos compostos contaminantes.

Esta técnica busca especialmente instigar o crescimento da populacdo microbiana
nativa. Isto ocorre, fundamentalmente, pelo condicionamento do habitat natural desses
micro-organismos. (ANDRADE, et. al., 2010).

Bioaumentacéo

A bioaumentacdo é caracterizada pelo aumento da microbiota nativa através da
inoculacdo de micro-organismos exogenos (aléctones). Estes micro-organismos sdo
pertencentes a espécie ndo nativa de determinada regido biogeografica, introduzidos em um
ecossistema, podendo persistir e até reproduzir-se por um tempo, participando ou ndo de
interacdes e de transformacdes ecoldgicas (ANDRADE, et. al., 2010 apud EPA, 2004d).

Fitorremediacdo

A fitorremediacdo utiliza sistemas vegetais (arvores, arbustos, plantas rasteiras e
aquaticas) e a sua microbiota com o fim de remover, degradar ou isolar substancias toxicas do
ambiente. A fitorremediacdo, como qualquer outra tecnologia, apresenta varias vantagens e

desvantagens. Se 0 baixo custo € uma vantagem, o tempo para que se observem os resultados
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pode ser longo, pois depende do ciclo vital da planta. Além disso, a concentracdo do poluente e
a presenca de outras toxinas devem estar dentro dos limites de tolerancia da planta. Outra
limitacdo é que as plantas usadas com o proposito de minimizar a poluicdo ambiental podem

entrar na cadeia alimentar, resultando, em consequéncias indesejaveis (PLETSCH, 2008).

Mas além da biorremediacéo, diversos tratamentos podem ser utilizados na recuperacao

de areas degradadas (solo e agua) sendo apresentados a seguir:

Outros tipos de tratamento de dreas contaminadas

De acordo com RIZZO et. al.(2007), outros tipos de tratamento aplicados a areas

contaminadas (solo e 4gua) encontram-se descritas a seguir:

Bioventing

Tecnologia baseada na introducdo de ar na zona insaturada do solo, suprindo assim a
necessidade de oxigénio requerida pelo processo da biodegradagio aerdbia. E uma forma de
bioestimulacdo por adicdo de gases estimulantes como O, e CH,4, para aumentar a atividade
microbiana decompositora (MOREIRA E SIQUEIRA, 2006).

Biosparging

Tecnologia semelhante ao Bioventing, porém o ar € introduzido na zona saturada, isto €,
no lencol freético. A proposta é ndo somente suprir as necessidades de oxigénio, mas, também,
transferir os poluentes volateis para a zona insaturada na qual se encontram 0s
micro-organismos capazes de degrada-los. Além disso, a biorremediacdo ira ocorrer em alguma

extensdo no aquifero devido a introducdo do oxigénio.

Air Sparging

Tecnologia baseada na injecdo de ar na zona saturada para volatilizacdo dos

contaminantes e remoc¢do dos mesmos no sistema coletor de gases.

Pump-and-treat

Tecnologia baseada no bombeamento da agua contaminada para a superficie e posterior
tratamento em biorreatores semelhantes aos normalmente utilizados em sistemas de tratamento

aerobio de efluentes liquidos, como, por exemplo, o sistema de lodos ativados.
2.3.3. Biorreator

No processo de biorremediacdo realizado por um biorreator, o solo ou lama

contaminada é misturado com &gua num tanque de mistura ou lagoa. Sistemas de
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biorremediagé&o requerem que o0 solo ou as lamas contaminadas devem ser suficientemente e
homogeneamente misturados para garantir o contato ideal com 0s micro-organismos presentes
(USEPA, 1990d).

Para uma biorremediacdo do tipo “ex situ”, a escavagdo, armazenamento, mistura, €
outras etapas preparatorias sdo realizadas antes da alimentacdo do solo contaminado ao
biorreator. Nestes casos, a aplicacdo de nutrientes/substratos e micro-organismos sao realizados

no leito de tratamento a fim de chegar as condicdes de trabalho previstas (USEPA, 1997).

Os biorreatores devem ser projetados com equipamentos de monitoramento para
garantir que os gases que foram produzidos ndo sejam emitidos diretamente para a atmosfera
em niveis acima do permitido pela legislacéo, pois 0s mesmos podem gerar diéxido de carbono,

metano, entre outros gases.

Frequentemente, a biorremediacdo ndo traz a concentracdo individual dos componentes
perigosos no solo, no subsolo ou sedimento, pois se costuma fazer um acompanhamento que
ndo contempla todos os componentes presentes. Dependendo da biodisponibilidade daqueles
componentes perigosos para a populacdo humana, as plantas ou animais selvagens, o perigo

pode ou nao ser controlado no material tratado (USEPA, 1997).

Uma das importantes caracteristicas do biorreator se destaca, pois se trata de um
ambiente isolado no qual ndo ha contato dos contaminantes diretamente com o meio e o fato do
biorreator facilitar o contato direto dos micro-organismos com 0s contaminantes reduz

consideravelmente o tempo de tratamento (USEPA, 1997).

Sendo assim, o biorreator € um meio de biorremediacdo extremamente vantajoso em
questdo de controle, pois se tratando de um volume de controle limitado, é possivel fazer todas
as adi¢cdes necessarias de nutrientes, manter um rigoroso controle dos fatores abio6ticos, manter
constante a temperatura de trabalho, o que facilita a manutencdo e crescimento dos
micro-organismos, além de ser disponivel em diferentes configuragdes no meio comercial.
Porém vale ressaltar que devido a todas estas facilidades, este processo se torna mais oneroso
quando comparado a tratamentos do tipo “in situ”, o que influencia na hora da escolha, pois
quando o tempo de tratamento é uma variavel importante, ndo ha ddvidas quanto ao uso do
biorreator (USEPA, 1997). As vantagens e limitacbes de um biorreator séo apresentados de

forma resumida na Tabela 3.
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Tabela 3 - Vantagens e Limitagcdes de um biorreator.

BIORREATOR

VANTAGENS DESVANTAGENS

Diferentes configuragdes:
aerobia/anaerdbia; controle rigoroso de
fatores abioticos; possibilidade de Custo elevado quando comparado aos
otimizacao; tratamentos “In situ”
Baixo tempo de tratamento;
Comercialmente disponiveis.

2.3.4. Parametros da biorremediacéo

Independente do tipo de processo de biorremediacdo utilizado, este método ¢é
considerado seguro, eficiente e mais viavel economicamente para a remocao de contaminantes
em relacdo aos processos fisicos e quimicos ja estabelecidos. Alguns fatores limitantes podem
prejudicar o processo como: fatores ambientais, disponibilidade do contaminante, limitacdes
metabolicas, etc (USEPA, 1997).

Por outro lado processos bioldgicos sdo uma tecnologia promissora para remover esses
contaminantes, principalmente devido a simplicidade e eficiéncia de custo quando comparados
a outras alternativas (ALEXANDER, 1994). Cada caso deve ser analisado individualmente,

avaliando suas particularidades.

Além da disponibilidade de nutrientes, o pH € um dos fatores essenciais para a atividade
microbiana. A maioria dos solos apresenta valor de pH na faixa entre 4,0 e 8,5. As camadas
superficiais dos solos, em regides de clima imido, tendem a ser mais acidos devido a lixiviacdo
dos compostos formados pela decomposicdo da matéria organica. Por outro lado, em regides de
clima seco, o solo tende a apresentar um carater alcalino (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

A diversidade metabdlica dos micro-organismos permite que fungos e bacterias
apresentem pH 6timo desde extremamente acido até extremamente basico. No entanto, de
forma genérica, o pH ideal para o metabolismo flngico é ligeiramente acido, em torno de 5,0,
enquanto que as bactérias sdo mais adaptadas a valores proximos a neutralidade, variando de
6,0 a 8,0 (MADIGAN, MARTINKO & PARKER, 2004).

Todas as aplicagOes de biorremediacdo sdo dependentes da especificidade e condicGes
do ambiente ou da matriz em que a contaminagdo € encontrado. O meio ambiente e a situacao

da matriz geralmente deve ser analisado antes da escolha do método de tratamento. Por
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exemplo, alguns micrdbios necessitam de propriedades especificas a fim de serem eficazes
(por exemplo, alta tolerancia a 4cido em condicBes do tratamento), e alguns compostos tém de
ser tratados sob certas condicdes (por exemplo, em condi¢cBes aerdbias e/ou anaerdbias)
(USEPA, 1997).

Em geral, as biorremedigdes do tipo “in Situ” requerem algum tempo para serem
eficazes e ndo devem ser consideradas no caso de emergéncia na remog¢do/remediacao de areas
contaminadas. No entanto, o tratamento “ex Situ”, num biorreator pode ser apropriado. A
concentracdo do contaminante, acima do nivel de tolerancia a toxicidade dos micro-organismos
(o qual varia de acordo com a biodisponibilidade do composto) fard com que a biodegradacéo
seja ineficaz ou, em outro caso, as vezes a populacdo microbiana ndo consegue sobreviver por
causa das concentracGes de contaminantes serem muito baixas para sustenta-la. Por este
motivo, um amplo leque de tratamentos ou outras alternativas devem ser considerados nestas
circunstancias (USEPA, 1997).

Para fazer o acompanhamento dos contaminantes ao longo da biorremediacdo pode
utilizar-se a andlise de Hidrocarbonetos Totais de Petroleo (TPH). O termo TPH é usado
frequentemente para descrever a concentracdo de hidrocarbonetos totais em amostras
ambientais. Todavia, TPH é uma designacdo ndo muito adequada porque define como sendo do
petroleo ou derivados, todos os hidrocarbonetos presentes na amostra. Os métodos para a
determinacdo deste pardmetro, ndo distinguem entre os hidrocarbonetos aqueles que sdo do
petréleo e nem aqueles que sdo naturais ou de outras fontes antropogénicas (combustdo de
combustiveis fosseis) (NASCIMENTO, 2003).

Infelizmente, devido as diferentes metodologias usadas, tipo de solvente de extracao,
etapa de clean-up, e distintas andlises instrumentais, como por exemplo, cromatografia gasosa,
gravimetria, espectrometria de infravermelho, entre outras, as concentracbes de TPH
provenientes destes métodos ndo sdo as mesmas. Estas varia¢Oes das técnicas utilizadas podem
fazer uma diferenga significativa nos resultados, conduzindo a incoeréncias ao comparar uma
mesma amostra analisada pelos diferentes métodos disponiveis para determinacdo de TPH.
Assim pode-se dizer que TPH tem uma definicdo operacional e que os resultados obtidos para
uma determinada amostra devem sempre especificar a técnica de detecgdo utilizada
(NASCIMENTO, 2003)

A definig&o proposta para TPH, segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados

Unidos, USEPA (2001), emprega dois conceitos. Um deles é o uso do fracionamento como uma
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alternativa para medir os constituintes da mistura de petroleo, dessa forma, tudo que for medido
é somado e dai se tem o dado TPH. O outro conceito sugere que TPH sdo todos o0s
hidrocarbonetos que foram extraidos de uma amostra e detectados por uma técnica particular,
pois ndo € pratico medir cada uma dessas substancias separadamente para efeito de
monitoramento do progresso da remediacao de uma area contaminada. Torna-se muito mais util
medir a concentragdo total de TPH nessa area (NASCIMENTO, 2003).

Segundo (NASCIMENTO, 2003 apud TPH Criteria Working Group, 1998), sugere que
a resposta de TPH ndo pode ser usada para estimar quantitativamente o risco a saude. As
mesmas concentracbes de TPH podem representar composi¢cbes muito diferentes e
consequentemente riscos diferentes a salde humana e ao ambiente, pois, como foi visto
anteriormente, TPH é a soma de todos os hidrocarbonetos presentes na amostra. Ou seja, com a
resposta TPH tem-se a soma da concentracédo de todos os hidrocarbonetos presentes na amostra
e ndo a concentracdo de cada classe de hidrocarbonetos. Se os dados de TPH indicarem que
pode haver uma contaminacdo significativa do ambiente, outras analises devem ser realizadas
de modo que o dano possa ser quantitativamente avaliado. O TPH é considerado uma
ferramenta de baixo custo e que pode ser usada para trés finalidades: (i) identificacdo de uma
contaminag&o; (ii) avaliacdo do grau de contaminacao; e (iii) avaliacdo do progresso de uma
remediacdo, pois esta medida feita por espectrometria de infravermelho baseia-se na medida da
absorbancia da ligacdo C-H, dos hidrocarbonetos presentes na amostra. Isto pode ser
diretamente convertido a quantidade total de 6leo na amostra original se a razdo do solvente

com o Gleo for cuidadosamente controlada, através de uma calibracéo.
2.3.5. Legislagéo Vigente

Os procedimentos a serem adotados na identificagdo de passivos ambientais decorrentes
de vazamentos ou derrames de combustiveis sdo caracterizados pela presenca de contaminantes
constituintes de combustiveis automotivos e de lubrificantes no subsolo, possibilitando
concluir a respeito da existéncia ou ndo de contaminagéo na area objeto de avaliacdo (CETESB,
2007).

Os valores orientadores sdo concentragdes de substancias quimicas que fornecem
orientacdo sobre a condigdo de qualidade de solo e de agua subterranea e séo utilizados como
instrumentos para prevencdo e controle da contaminagdo e gerenciamento de areas
contaminadas sob investigacdo (CETESB, 2005).
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Valor de Referéncia de Qualidade - VRQ € a concentragdo de determinada substancia
no solo ou na &gua subterranea, que define um solo como limpo ou a qualidade natural da dgua
subterranea, e € determinado com base em interpretacdo estatistica de analises fisico-quimicas
de amostras de diversos tipos de solos e amostras de aguas subterraneas de diversos aquiferos
do Estado de Séo Paulo. Deve ser utilizado como referéncia nas a¢oes de prevencédo da poluicdo
do solo e das &guas subterraneas e de controle de areas contaminadas (CETESB, 2005).

Valor de Prevencdo — VP € a concentracdo de determinada substancia, acima da qual
podem ocorrer alteracbes prejudiciais a qualidade do solo e da agua subterranea. Este valor
indica a qualidade de um solo capaz de sustentar as suas fun¢des primarias, protegendo-se os re
receptores ecoldgicos e a qualidade das aguas subterraneas. Foi determinado para o solo com
base em ensaios com receptores ecoldgicos. Deve ser utilizado para disciplinar a introducdo de
substancias no solo e, quando ultrapassado, a continuidade da atividade sera submetida a nova
avaliacdo, devendo os responsaveis legais pela introducdo das cargas poluentes proceder o
monitoramento dos impactos decorrentes (CETESB, 2005).

Valor de Intervencdo — VI é a concentracdo de determinada substancia no solo ou na
agua subterranea acima da qual existem riscos potenciais, diretos ou indiretos, a saude humana
considerada um cenario de exposicdo genérico. Para o solo, foi calculado utilizando-se
procedimento de avaliacio de risco & saiide humana para cenarios de exposicio Agricola — Area
de Protecdo Méxima — APMax, residencial e industrial (CETESB, 2005).

A érea seréa classificada como Area Contaminada sob Investigacdo quando houver
constatacdo da presenca de contaminantes no solo ou na dgua subterranea em concentracoes
acima dos Valores de Intervencdo, indicando a necessidade de acbes para resguardar 0s
receptores de risco, devendo seguir os procedimentos de gerenciamento de areas contaminadas
(CETESB, 2005).

Os valores de TPH tem como valores de intervengdo para solo e 4gua, fixados em 1.000
mg/kg e 600 pg/L respectivamente (CETESB, 2007).

2.3.6. Estado da Arte da biorremediacéo de solos contaminados

O processo de biorremediacgdo apresenta diversas possibilidades de tratamento, no qual
o contaminante, 0 método escolhido, o tipo de controle, o local de tratamento, diferencia um
trabalho de outro. Dentre alguns trabalhos, observa-se BARAHONA et al (2004) que
estudaram a bioestimulacdo de culturas autdctones (nativas) para biorremediacdo de solos

contaminados com diesel. Neste estudo foi empregado um planejamento fatorial de 2 niveis que
23


http://www.cetesb.sp.gov.br/media/files/Solo/relatorios/tabela_valores_2005.pdf

avaliou a relacdo C:N, % de umidade (m/m), % de residuo de cultura e tipo de residuo de
cultura, além do controle de temperatura entre 20 e 25°C em microcosmos. Estes microcosmos
eram artificialmente contaminados com diesel comercial e apresentavam 25g de solo cada que
foram acompanhados por 109 dias. A relacdo C:N do solo era ajustada com nitrato de amonio
sendo a fonte de nitrogénio, e os dois tipos de residuo de cultura utilizados foram de milho e
cana de agUcar. Em resumo, 0 processo por ele proposto aproveita 0s micro-organismos
autoctones, a atividade metabdlica dos mesmos e as propriedades dos residuos de cultura para

degradar os hidrocarbonetos de 6leo diesel.

CHEMLAL et al (2013) e BAPTISTA et al (2003) avaliaram a biodegradacdo de solo
contaminado com TPH utilizando-se de temperatura ambiente e fazendo a correcdo da relagao
C:N:P, esta essencial para que o processo de biorremediacdo ocorra. Porém CHEMLAL et al
(2013) utilizaram-se de biopilhas com controle da umidade e pH de modo a estudar o
metabolismo microbiano na degradacdo dos hidrocarbonetos. Eles realizaram o
acompanhamento por 76 dias de processo, constatando a degradacdo das fragbes simples
(alcanos e aromaticos) em primeiro lugar, seguido pela degradacdo das fracGes mais
complexas. Enquanto BAPTISTA et al (2003) optaram por biorreatores em condicGes
ambientais, fazendo primeiramente uma otimizacao da relagdo C:N:P a ser utilizada, e num

segundo momento fazendo o acompanhamento da degradac&o de TPH além de Oleos e Graxas.

MOREIRA et al (2011) avaliaram a biodegradacdo de solo de manguezal em escala
piloto contaminado com TPH durante um periodo de 3 meses, através da fitorremediacao
utilizando a espécie Rizophora mangle L, realizando a umidificacdo das mesmas 2 vezes por
semana (manutencdo umidade). Eles fizeram o acompanhamento do crescimento das plantas
expostas as contaminantes e em referéncia, obtendo melhores resultados naquelas expostas aos

rejeitos, sugerindo uma boa adaptacéo.

MEYER (2011) e COLOMBO (2010) estudaram a atenuacdo natural de solos
contaminados com misturas diesel/biodiesel e também com biodiesel comercial puro (B100) de
diferentes formas. Enquanto MEYER (2011) utilizou-se de microcosmos com umidade e
adicdo de nutrientes controladas em dois tipos de solos, COLOMBO (2010) optou por
biorreatores sem controle, onde foi verificado dificuldades de degradagdo do contaminante em
épocas sem precipitacdo da chuva (umidade ndo controlada). Alem disso, observou-se, que em

temperaturas abaixo de 21°C a taxa de degradacdo também foi comprometida.
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Sendo assim, em meio a procura por combustiveis menos poluentes, os investimentos
para a producéo de biodiesel no Brasil estdo crescendo em ritmo acelerado e consequentemente
tém aumentado as preocupacdes com as possiveis contaminacdes de solo e agua por residuos
gerados no processo, justificando esse estudo como uma importante contribuicéo cientifica para

0 tratamento desse tipo de ambiente, o solo.
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3. MATERIAL E METODOS

Biorremediacédo de Solo
Contaminado por Biodiesel Bruto

'

Adaptacdo dos micro-organismos
ao meio liquido contaminado por
biodiesel

v

Adaptacao dos micro-organismos
ao solo contaminado por biodiesel
bruto

'

Testes preliminares para
determinagdo da faixa das vaiaveis
em estudo

A\ 4
Planejamento Experimental

v Planejamento 02 A 4
Planejamento 01 Avaliar Temperatura e Planejamento 03
Avaliar Temperatura e Concentracdo de Biodiesel Avaliar Relagdo C:N e
Concentracéo de em Reatores do Tipo Bandeja Relagdo C:P em Reatores do
Biodiesel em Reatores Tipo Bandeja
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Avaliacdo 01
Testes com as melhores
condicGes obtidas no
Planejamento 01

!

Avaliacdo 02
Testes com as melhores
condicGes obtidas no
Planejamento 01 e 03
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Este capitulo apresenta as etapas que fizeram parte do desenvolvimento experimental
deste trabalho. Inicialmente, s&o descritas as metodologias de coleta, caracterizagdo do solo,
dos contaminantes e da cultura mista e por fim as técnicas utilizadas e o procedimento

experimental.
3.1. Solo
3.1.1 — Amostragem

O solo envolvido nesta pesquisa foi coletado na Fazenda do Gléria no municipio de
Uberlandia-MG. Este local é situado as margens da BR 050 no Km 78 e pertence a
Universidade Federal de Uberlandia. O solo utilizado ndo apresentava historico de

contaminag&o e estava localizado em uma regido na qual ndo havia plantacGes ou pastagens.

A coleta do solo foi realizada conforme norma ABNT (NBR 10007/1987). Para tal, a
regido de coleta foi dividida em oito partes imaginarias. Os solos coletados destas oito partes
imaginarias, foram entdo misturadas formando uma amostra composta. Ap6s a coleta o solo foi
armazenado em camara fria a 4 °C, para ser preservado até sua utilizacao nos ensaios. A Figura

6 mostra a foto do solo coletado, realizada em maio de 2012.

Figura 6 — Solo coletado na Fazenda do Gloria.
3.1.2 — Caracterizagao Fisico Quimica do Solo

Imediatamente apos a coleta foram determinadas as caracteristicas fisico-quimicas do
solo a ser utilizado no trabalho.
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3.1.2.1 Umidade

Os ensaios de umidade foram realizados em triplicata. As amostras foram transferidas
para béqueres de capacidade de 50 mL, previamente tarados. Apds a pesagem, o conjunto foi
levado a estufa (Sterilifer Inox) a 100 + 5°C, por um periodo de vinte e quatro horas. Apos este
periodo, resfriou-se 0s conjuntos em dessecador contendo silica gel ativada e entdo,
determinou-se o peso de solo seco. O conteddo de umidade foi calculado pela relagdo da perda
de massa inicial com a massa final da amostra, multiplicando-se por 100 para se obter o
resultado em percentagem, conforme a Norma Brasileira ABNT-NBR 7180/1984. As
determinacfes de massa foram executadas em balanca semi analitica (Acculab, Sartorius

Group).
3.1.2.2 Capacidade de Retencdo de Agua

Os ensaios de capacidade de retengdo de agua pelo solo foram realizados em triplicata.
Transferiu-se uma amostra de 2 g de solo para um funil de vidro de 5 cm de didmetro e 5 cm de
profundidade, previamente coberto com papel de filtro qualitativo. Compactou-se o conteudo e
transferiu-se o referido funil para um béquer de capacidade de 500 mL, a seguir adicionou-se
agua ao béquer de forma que o nivel da mesma atingisse um nivel pouco acima do nivel do
papel de filtro. Esperou-se o umidecimento da amostra. Apos este procedimento, adicionou-se
mais agua ao béquer de forma a atingir o nivel superior da superficie do solo contido no funil. O
sistema ficou em repousou por meia hora. Retirou-se o funil do béquer e deixou-se escoar a
agua por meia hora. Em seguida, transferiu-se o solo para um béquer de capacidade de 50 mL,
previamente tarado e procedeu-se a pesagem em balanca analitica. O conjunto foi colocado em
uma estufa a 100 + 5°C, por um periodo de vinte e quatro horas. Apos este tempo, o conjunto foi
resfriado em um dessecador contendo silica gel ativada, até que a temperatura ambiente fosse
alcangada. Pesou-se 0 conjunto e determinou-se o conteddo de umidade (capacidade de
retencdo de agua pelo solo), relacionando a perda de massa inicial com a massa final da
amostra, multiplicando-se por 100 para obter-se o resultado em porcentagem (WATWOOD et
al., 1991).

3.1.2.3 pH

A um béquer de capacidade de 50 mL foram transferidos 10 g de solo, pesado em
balanga semi-analitica (Acculab, Sartorius Group). Com auxilio de uma proveta de capacidade
de 100 mL, transferiu-se 25 mL de &gua destilada ao béquer. Procedeu-se a homogeneizagdo da
mistura com auxilio de uma barra magnética (“peixinho”), revestida de Teflon e de um agitador

28



magnético, por um periodo de 30 minutos. Decorrido o periodo de agitagdo, a mistura foi
deixada em repouso para separacao das fases, e o decantado foi transferido para um béquer com
capacidade de 25 mL. Determinou-se o pH real do solo através do decantado em potenciémetro
(Digital PG 2000, GEHAKA), previamente calibrado com soluc@es tampéo de pH 4 e 7. Os

ensaios foram realizados em triplicata.
3.1.2.4 Granulometria

A distribuicdo granulométrica do solo foi determinada no Laboratorio de Geotecnia da
Faculdade de Engenharia Civil da Universidade Federal de Uberlandia. O ensaio foi executado,
seguindo-se a ABNT (NBR 7181/1984), que compreende as etapas de homogeneizacdo da
amostra, secagem forcada, passagem por uma série de peneiras e por fim, sedimentacdo em

solucéo.
3.1.2.5 Outros Componentes

As determinacfes de fosforo, nitrogénio total e carbono orgénico total (COT) foram
realizadas com modificagcbes no procedimento descrito no Standard Methods (1998) para
adequacdo as amostras de solo. A quantificacdo de fosforo foi realizada pelo método
colorimétrico por reducdo com acido ascorbico, a de nitrogénio total foi realizado pelo método
Kjeldahl e o COT pela técnica de combustdo catalitica a alta temperatura, empregando o
aparelno Total Organic Carbon Analyzer — Module SSM5000A — Shimadzu. A relagéo
Carbono:Nitrogénio:Fosforo (C:N:P) foi corrigida de acordo com cada etapa de estudo do
trabalho. As corre¢des foram realizadas com a adi¢do dos compostos NH;NO3 e Ko;HPO,4, como

fontes de N e P respectivamente.
3.1.2.6 - Caracterizacdo Microbioldgica

A contagem do numero de células de bactérias aer6bias, por grama de solo, foi feita

conforme serd descrito no item 3.6.1.

3.2. Biodiesel Bruto: Biodiesel de Processo

O biodiesel bruto (ndo filtrado — que contém glicerina) utilizado nesta pesquisa foi
gentilmente cedido pelo PETROBRAS TRANSPORTE S/A localizada na cidade de
Uberlandia/MG. O fluido foi acondicionado em frascos ambar de capacidade de 1000 mL, com

tampa rosqueada e resfriado a 4 0C.
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3.3. Cultura Mista

A cultura mista utilizada para o desenvolvimento do presente trabalho foi denominada
de cultura mista (C1) empregada nos trabalhos de VIEIRA (2004, 2008 e 2010). A Figura 7

mostra o local de onde a cultura mista foi isolada.

Figura 7 - Lagoa mostrando a canaleta e o bocal de descarga do efluente na mesma.

A cultura mista denominada de C1 foi isolada do solo contaminado de uma lagoa, que
recebe como efluente gerado a 4gua de lavagem do patio de uma distribuidora de combustivel,
onde ha& derrames eventuais de gasolina e 6leo diesel, conforme mostram as Figuras 7 e 8
(VIEIRA, 2004). De acordo com VIEIRA (2004), nesta cultura foram isolados 6 membros de
micro-organismos, dos seis isolados 4 foram identificados, sendo eles: Pseudomonas sp.,

Serratia sp., Klebsiella e Bacillus sp..
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Figura 8 - Localizagdo das lagoas de efluente da distribuidora de combustivel na Fazenda Rio das
Pedras, de onde foram obtidas as amostras dos solos.

3.4. Ensaios Preliminares
3.4.1- Adaptacao da Cultura Mista ao Biodiesel em Meio Liquido

Inicialmente, uma amostra de 500 mL de cultura mista C1 foi obtida do estoque de
micro-organismos do Nucleo de Biotecnologia da Faculdade de Engenharia Quimica/UFU, e
entdo foi transferido 50 mL para outros frascos erlenmeyer com capacidade de 500 mL,
contendo 100 mL de meio quimicamente definido (0,4007 g/L K;HPQy,; 1,124 g/L KH,POy;
0,02 g/L CaCl,. 2H,0; 0,03 g/L MnSO,. H,0; 0,1 g/L MgS0O,.7 H,0; 3,386 g/L NH;NOs3; 4,0
g/L Levedura Cervejeira Autolizada). O meio foi anteriormente esterilizado e corrigido o seu
pH usando solucgdo de HCI 0,1 M ou solucdo de NaOH 0,1 M até ser alcangada a faixa de pH 7,0
-7.2.

Adicionou-se inicialmente a esta solucéo, 0,25% v/v de contaminantes (0,125% v/v de

biodiesel e 0,125% v/v de glicerol) como fonte de carbono e energia para 0s micro-organismos.

A quantidade de in6culo empregada correspondeu a massa de micro-organismo obtida
pela centrifugacdo de 40 mL de meio fermentado. O processo foi realizado nestes reatores
batelada de 500 mL, tampados com rolha de algodao e gase, sob agitagdo em mesa oscilatoria
termostatizada New Brunswick a 150 rpm e 30°C. O procedimento de areacdo foi realizado

manualmente durante 3 minutos a cada 48h de processo (VIEIRA, 2004).

As concentragdes de contaminantes foram utilizadas, sempre estabelecendo a mesma
relacdo de volume dos contaminantes biodiesel e glicerina. O critério de sele¢do adotado para

aumentar a concentracdo de contaminantes no meio foi estabelecido pela porcentagem de
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remogdo de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO). A medida que a remogdo de DQO
mostrava-se maior ou igual a 60% ou no minimo uma concentragdo celular da ordem de
10°UFC/mL, aumentava-se a concentracio dos contaminantes no meio. A anélise de Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO) foi realizada pela técnica colorimétrica descrita no Standard
Methods (1998), modificada para amostras de solo. A anélise de DQO foi realizada em 0 e 7
dias.

As analises de carbono organico total (COT) também foram realizados conjuntamente
com a DQO para avaliar a biodegradacdo dos contaminantes. A metodologia e as condi¢bes
operacionais empregadas na analise de carbono orgéanico total (TOC) foram realizadas de
acordo com modifica¢des do Standard Methods (1998).

O crescimento microbiano foi observado visualmente. Observou-se durante o

crescimento, o aumento gradativo da turbidez do meio.

Na Figura 9 é possivel verificar uma placa contendo micro-organismos da cultura mista

utilizada no trabalho.

Figura 9 - Cultura Mista utilizada no trabalho

3.4.2- Adaptacao da Cultura Mista ao Solo

Para inicio da aclimatagdo dos micro-organismos no solo, estes foram inseridos
semanalmente, através da adi¢cdo de 80 mL de biomassa centrifugada advinda dos repiques
realizados em meio liquido, em um reator fonte - R01 (inoculo), com 1,5 kg de solo, distribuido
em um recipiente plastico de forma a ocupar um volume de 25 cm x 35 cm x 15 cm (largura x

comprimento x altura). O teor de umidade adotado para o RO1 foi de 50% da capacidade de
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retencdo do solo. A umidade foi monitorada de 2 em 2 dias, além do que o reator RO1 foi
coberto com papel filme perfurado, para contribuir com a circulacéo de ar no reator. O pH do
solo determinado nas analises foi de 5,31. Apesar de o valor de pH mais préximo da
neutralidade ser mais adequado para o crescimento bacteriano, neste experimento o valor de
5,31 foi mantido, pois também era de interesse saber se haveria uma varia¢do neste parametro

ao longo do periodo de aclimatacéo.

A oxigenacdo do reator RO1 foi feita através de revolvimento manual diario do solo no
reator para incorporacdo do ar de forma a contribuir com crescimento bacteriano e

consequentemente com a remogéo dos contaminantes.

Os micro-organismos (cultura C1) foram inseridos no reator R01, semanalmente, com a
insercdo de 80 mL de biomassa centrifugada advinda dos repiques da cultura C1 realizados em
meio liquido contaminado com biodiesel e glicerina. A fim de transferir de forma eficiente e
homogénea esta biomassa ao solo contaminado foi realizada a suspenséo desta massa, bem
como a dos nutrientes (C:N:P de 100:10:1) na agua de reposicdo de umidade. Este
procedimento foi necessario devido a testes preliminares.

Para verificacdo da aclimatacdo dos micro-organismos no solo, o pardmetro monitorado
foi crescimento bacteriano e determinado o valor do carbono organico total (COT) no inicio e
no final do processo.

3.5. Experimentos de Biorremediagéo

Nos reatores bioldgicos usados neste trabalho foram realizados os processos de
biorremediacdo do solo sem contaminacdo (item 3.1). Neste trabalho, foram realizados 3
Planejamentos Experimentais do tipo Delineamento de Composto Central (DCC), cada um
avaliando um conjunto de variaveis que pode influenciar no processo de descontaminacgéo do
solo, alem de avalia¢Ges que visam validar os dados obtidos e por fim um teste em escala piloto,

de modo a fazer um ‘scale up’ do processo otimizado.

De modo a fazer o acompanhamento do processo sem interferéncia externa, foram
mantidos reatores abioticos para comparar quanto as perdas de contaminantes ao longo do

tempo.

Na sequencia serdo descritos detalhnadamente o processo utilizado nos reatores em cada

planejamento experimental e avaliacdo realizada durante o trabalho.
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3.5.1 Reator Abidtico e Reator de Referéncia

No reator abidtico foram adicionados 0,7 kg de solo previamente autoclavado a uma

pressdo relativa de 1 atm, por 20 min e seco em estufa a 100°C, por 10 min.
Na partida do reator adotou-se o0 seguinte procedimento:

e Contaminacdo com 49,0 g de biodiesel bruto, obtendo-se um solo contaminado
com 70g de biodiesel/kg de solo (equivalente a 70.000 mg BB em TPH. kg™ de

solo);

e Umidificacdo e esterilizacdo com de solucdo de azida de sddio a 2% (p/v)

realizada semanalmente.

Procedeu-se entdo a homogeneizacdo, com auxilio de uma espétula de aco e fez-se a
contagem de micro-organismos, para conferir a eficacia do biocida, isto €, auséncia de

crescimento microbiano.

No decorrer do processo, foi realizado a homogeneizacdo por revolvimento do solo,
com auxilio de uma espatula de aco, a cada dois dias e a quantificacdo de 6leo remanescente no
solo por extracdo, a cada 7 dias de processo e certificacdo do crescimento ou nao de

micro-organismo, através do método ‘pour plate’. O experimento total foi realizado em 70 dias.

No reator de referéncia ndo foi feita a correcéo da relacdo C:N:P ao longo do processo
de biorremediacdo para verificar as perdas naturais que ocorreriam no solo sem nenhuma

interferéncia.
3.5.2 Testes Preliminares

Visando avaliar a biorremediagédo do solo contaminado com biodiesel bruto (biodiesel
sem purificagdo, isto é, com glicerina) através do controle de variaveis, foram realizados testes
preliminares de modo a identificar a melhor faixa de trabalho dentre as variaveis em estudo,
como relacdo de micro-organismos nos reatores e concentracdo de biodiesel bruto que nédo

fossem toxicas aos micro-organismos.

3.5.2.1 — Avaliacdo da Concentracdo de Micro-organismos

Neste estudo foi realizado um teste preliminar de modo a avaliar a melhor concentragéo

de micro-organismos na biorremediacéo do solo contaminado com biodiesel bruto.

Para o desenvolvimento do teste preliminar foram escolhidos 4 valores de concentracéo

de micro-organismos que poderiam ser utilizados nos reatores ao longo do processo. Optou-se
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pelos valores de 15, 20, 25 e 30% de massa do reator inoculo (item 3.5.2) no reator de
biorremediagdo. Todos os experimentos foram realizados com réplicas. A Figura 10 mostra o
esquema com as etapas sucessivas adotadas até a obtencdo dos biorreatores R1, R2, R3 e R4,

respectivamente.

15%
Biomassa & 20%
Centrifugada 1
: —
25% R3
Ll /]
———
30% R4

Figura 10 - Representacdo esquematica das etapas realizadas no Teste Preliminar 1.

Para a composigéo do solo nos biorreatores foi realizada a mistura de determinada
massa de solo argiloso estéril (R1 — 0,595 kg; R2 — 0,560 kg; R3 - 0,525 kg e R4 — 0,490 kg) e
uma determinada massa de solo retirado do reator indculo (R1 - 0,105 kg; R2 — 0,140 kg; R3 -
0,175 kg e R4 — 0,210 kg), no qual ja havia a presenca de micro-organismos desenvolvidos e
adaptados (cultura mista C1), totalizando 0,7 kg de solo. O reator empregado para este estudo
foi do tipo bandeja e suas dimensdes eram de 20 x 14 x 7,3cm. Este biorreator era do tipo

bandeja aberta, o qual era coberto por um filme plastico com furos, para circulacdo de ar.

Nestes biorreatores foi realizada a homogeneizacdo por revolvimento do solo, com
auxilio de uma espétula de aco a cada 2 dias. A quantificacdo de 6leo remanescente no solo foi
realizada por extragdo com hexano e posteriormente analisado em analisador de TPH Modelo
Buck HC-404 a cada 7 dias de processo e o acompanhamento do crescimento dos
micro-organismos foi realizada a cada 15 dias empregando a técnica ‘pour plate’. Além disso, a
correcdo da relacdo C:N:P (100:10:1) e da umidade (equivalente a 50% da capacidade de
retencdo de agua do solo) no solo foi realizada semanalmente e o acompanhamento do pH ao

longo do processo. O experimento foi realizado durante 111 dias.

3.5.2.2 — Avaliacdo da Concentracdo de Biodiesel Bruto

Neste estudo foi realizado um teste preliminar de modo a avaliar a melhor concentragéo

de biodiesel bruto na biorremediacéo do solo contaminado.
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Para o desenvolvimento do teste preliminar foram escolhidos 4 valores de concentracéo
de biodiesel bruto que poderiam ser utilizados nos reatores ao longo do processo. Optou-se
pelos valores de 20.000, 30.000, 50.000 e 80.000 mg BB em TPH/kg de solo, que
corresponderam respectivamente, aos reatores RA, RB, RC e RD. Todos os experimentos

foram realizados com réplicas.

A cada biorreator foi acrescentado uma concentracéo fixa de biodiesel bruto de 20.000,
30.000, 50.000 e 80.000 mg BB em TPH/kg de solo, que corresponderam respectivamente, aos
reatores RA, RB, RC e RD. Estes valores foram escolhidos de acordo com dados da literatura
(GELLER, 2000). Nestes reatores foi realizada a homogeneizacéo por revolvimento do solo,
com auxilio de uma espatula de aco a cada 2 dias. A quantificacdo de 6leo remanescente no solo
foi realizada por extracdo com hexano e posteriormente analisado em analisador de TPH
Modelo Buck HC-404 a cada 7 dias de processo e 0 acompanhamento do crescimento dos
micro-organismos foi realizada a cada 15 dias empregando a técnica ‘pour plate’. Além disso, a
correcédo da relagédo C:N:P (100:10:1) no solo foi realizada em 21 e 35 dias (intervalo de 14
dias), da umidade a cada 7 dias de processo no valor equivalente a 50% da capacidade de
retencdo de 4gua do solo e 0 acompanhamento do pH ao longo do processo. O experimento foi

realizado durante 42 dias.
3.5.3 Planejamento Composto Central

Visando avaliar a biorremediacdo do solo contaminado com biodiesel bruto através do
estudo da influéncia das variaveis temperatura e concentracdo de Biodiesel e da correcdo de
nutrientes (Nitrogénio e Fosforo) foi empregado dois tipos de biorreatores (bandeja e rotativo) e

estabelecidos 3 planejamentos experimentais.

3.5.3.1 - 1° Planejamento: Temperatura e Concentracdo de Biodiesel em Reator Bandeja em

Sistema Fechado

Neste estudo foi realizado um planejamento composto central para avaliar a melhor
temperatura e concentracéo de biodiesel na biorremediacéo do solo contaminado com biodiesel
bruto no reator tipo bandeja.

Para o desenvolvimento do DCC foram escolhidos 2 varidveis em dois niveis com mais
3 repeti¢des no ponto central e mais 4 experimentos no ponto axial, com o de rotabilidade de
1,4142 e todos os experimentos com réplicas. Para analise dos resultados foi empregado o
software Statistica 7.0. A Tabela 4 apresenta a matriz do planejamento, com as variaveis do
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processo e seus respectivos valores codificados e reais, de acordo com os niveis inferiores,

centrais e superiores adotados.

Este planejamento foi escolhido com o proposito de verificar a influéncia das variaveis

(temperatura e concentracdo de biodiesel) no processo de remocéo de BB.
As variaveis independentes deste processo foram:
X1 — Temperatura,
X2 — Concentracdo de Biodiesel;

No planejamento foi adotado como resposta (variavel dependente) o resultado de
remocdo de BB. Além disto, foi realizado o acompanhamento do pH e a corre¢do da umidade
ao longo do processo. Os niveis das variaveis estudadas foram colocados na forma codificada

(adimensionalizada), utilizando a seguinte equacao de codificacao:
X=X
X =20
X+1 — X—1
Equacdo geral 2 (3.1)
Sendo: X, é o valor da variavel na forma codificada;
X é o valor real da variavel a ser calculado;
Xo € 0 valor da variavel no ponto central,
X+1 € 0 valor da variavel no nivel superior;

X_.1 € o valor da variavel no nivel inferior;

O valor de o empregado foi de 1,4142 para que o planejamento composto central fosse

rotacional, empregando trés réplicas centrais.

Os 11 experimentos realizados, conforme a matriz obtida pelo DCC tiveram duracao de
30 dias, para garantir o tempo necessario para que houvesse degradacdo dos contaminantes

presentes no solo.
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Tabela 4 - Matriz do planejamento experimental 01.

VARIAVEIS
(X1) (X2)
Experimento Temperatura Concentracdo Biodiesel
[°C] [mg BB em TPH.kg* de solo]
1 30 (-1) 30.000 (-1)
2 30 (-1) 70.000 (+1)
3 40 (+1) 30.000 (-1)
4 40 (+1) 70.000 (+1)
5 28 (-a) 50.000 (0)
6 42 (+a) 50.000 (0)
7 35 (0) 22.000 (-ar)
8 35 (0) 78.000 (+)
9 (C) 35 (0) 50.000 (0)
10 (C) 35 (0) 50.000 (0)
11 (C) 35 (0) 50.000 (0)

Para a composicao do solo no reator foi realizada a mistura de 0,525 kg de solo estéril e
0,175 kg de solo retirado do reator indculo, (R01). O biorreator empregado para este estudo foi
do tipo bandeja em material plastico, apresentando uma massa total de 0,7 kg com 25% de
indculo (proporcéo de indculo de acordo com testes preliminares) e suas dimensdes eram de 20

x 14 x 7,3cm conforme mostra a Figura 11.

Para manter as temperaturas nos valores estudados foi montado um sistema de controle
de temperatura que consistia de resisténcias elétricas espalhadas por uma caixa, semelhante a

uma estufa, j& que estas resisténcias estavam ligadas a um controlador que mantinha a

temperatura constante dentro da caixa.

Figura 11 - Reatores do Tipo Bandeja utilizados no DCC 1.
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Na partida do reator houve a contaminagdo com cada concentracdo de biodiesel bruto,
(Tabela 4) obtendo-se um solo contaminado de acordo com os valores propostos no DCC.

Procedeu-se entdo a homogeneizagdo, com auxilio de uma espatula de aco e fez-se a
contagem de micro-organismos no inicio e final do processo. Em seguida os reatores foram
levados a estufa confeccionada de modo a manter a temperatura constante ao longo do

processo.

No decorrer do processo, foi realizado a homogeneizacdo por revolvimento do solo,
com auxilio de uma espatula de aco, a cada dois dias e a quantificacao de 6leo remanescente no
solo por extracdo com hexano e posteriormente analisado em analisador de TPH Modelo Buck
HC-404 a cada 7 dias de processo. O acompanhamento do crescimento de micro-organismos
foi verificado a cada 15 dias, empregando a técnica ‘pour plate’. A umidifica¢do do reator foi
realizada semanalmente de modo a manter o solo sempre com 50% da sua capacidade de
retencdo de dgua. Na &gua usada para umidificacdo foi adicionada K,HPO, e KH,PO, (fontes
de foésforo — P); como NH4;NO3 e Levedura Cervejeira Autolizada (fontes de nitrogénio — N)
para a correcao da relacdo C:N:P —100:10:1. Foi realizado o acompanhamento do pH ao longo

do processo. O experimento total foi realizado em 30 dias.

3.5.3.2 - 29 Planejamento: Temperatura e Concentracdo de Biodiesel em Reator Rotativo em

Sistema Fechado

Neste estudo foi realizado um planejamento composto central para avaliar a melhor
temperatura e concentracdo de biodiesel na biorremediacdo do solo contaminado com biodiesel

bruto no reator tipo rotativo.

Para o desenvolvimento do DCC foram escolhidas 2 variaveis em dois niveis com mais
3 repeti¢cdes no ponto central e mais 4 experimentos no ponto axial, com o de rotabilidade de
1,4142 e todos os experimentos com réplicas. Para analise dos resultados foi empregado o
software Statistica 7.0. A Tabela 5 apresenta a matriz do planejamento, com as variaveis do
processo e seus respectivos valores codificados e reais, de acordo com os niveis inferiores,

centrais e superiores adotados.

Este planejamento foi escolhido com o proposito de verificar a influéncia das variaveis

(temperatura e concentracgao de biodiesel) no processo de remogéo de BB.
As variaveis independentes deste processo foram:
X3 — Temperatura,;
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X, — Concentragéo de Biodiesel;

No planejamento foi adotado como resposta (variavel dependente) o resultado de
remocdo de BB. Além disto, foi realizado o acompanhamento do pH e a correcdo da umidade

ao longo do processo.

Os 11 experimentos realizados, conforme a matriz obtida pelo DCC tiveram duracao de
30 dias, para garantir o tempo necessario para que houvesse degradacdo dos contaminantes

presentes no solo.

Tabela 5 - Matriz do planejamento experimental 02.

VARIAVEIS
(X1) (X2)
Experimento Temperatura Concentracéo Biodiesel
[°C] [mg BB em TPH.kg™ de solo]
1 30 (-1) 30.000 (-1)
2 30 (-1) 70.000 (+1)
3 40 (+1) 30.000 (-1)
4 40 (+1) 70.000 (+1)
5 28 (-0) 50.000 (0)
6 42 (+a) 50.000 (0)
7 35 (0) 22.000 (-o)
8 35 (0) 78.000 (+a)
9 (C) 35 (0) 50.000 (0)
10 (C) 35 (0) 50.000 (0)
11 (C) 35 (0) 50.000 (0)

Para a composicdo do solo no biorreator foi realizada a mistura de 0,15 kg de solo estéril
e 0,05 kg de solo retirado do reator inéculo (RO1), no qual ja havia a presenca de
micro-organismos desenvolvidos e adaptados (cultura mista C1). O reator empregado para este
estudo foi do tipo rotativo feitos em material plastico apresentando uma massa total de 0,2 kg
com 25% de indculo (proporgéo de indculo de acordo com testes preliminares) com um volume
de 550 mL conforme mostra a Figura 12. O aparato montado para a realizacdo destes testes
contava com uma fonte elétrica que controlava a corrente que passava do motor para o sistema
de modo a manter a rotacdo constante. Conforme mostra a Figura 13, ha também um resfriador
com funcionamento intermitente de modo a manter a temperatura do motor ideal e um sistema

de resisténcias para a manutencao da temperatura constante durante o processo.
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Figura 12 - Reatores do Tipo Rotativo utilizados no DCC 2.

Na partida do reator houve a contaminagdo com determinada massa de biodiesel bruto,

obtendo-se um solo contaminado de acordo com os valores propostos no DCC (Tabela 5).

Procedeu-se entdo a contagem de micro-organismos, em seguida os reatores foram
levados para o aparato experimental onde a temperatura era mantida constante para cada ponto
do planejamento experimental. Os biorreatores possuiam uma rotacdo de aproximadamente 10
RPM.

No decorrer do processo, tanto as analises realizadas para quantificacdo de Oleo
remanescente e acompanhamento do crescimento dos micro-organismos quanto a umidificacdo
e correcdo da relacdo C:N:P seguiram os mesmos métodos e tempos de realizacdo que foram
feitos no Planejamento Experimental 01. Foi realizado o acompanhamento do pH ao longo do

processo. O experimento total foi realizado em 30 dias.
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Figura 13 - Aparato completo utilizado no DCC 2.

3.5.3.3 - 3° Planejamento: Relacdo C:N e Relacdo C:P em Reator Bandeja em Sistema Fechado

Neste estudo foi realizado um planejamento composto central para avaliar a melhor
relacdo C:N e relacdo C:P na biorremediacdo do solo contaminado com biodiesel bruto no

reator tipo bandeja.

Para o desenvolvimento do DCC foram escolhidas 2 variaveis em dois niveis com mais
3 repetigdes no ponto central ¢ mais 4 experimentos no ponto axial, com o de rotabilidade de
1,4142 e todos os experimentos com réplicas. Para analise dos resultados foi empregado o
software Statistica 7.0. A Tabela 6 apresenta a matriz do planejamento, com as variaveis do
processo e seus respectivos valores codificados e reais, de acordo com os niveis inferiores,

centrais e superiores adotados.
As variaveis independentes deste processo foram:
X1 —Relagédo C:N;
X, — Relagéo C:P;

No planejamento foi adotado como resposta (variavel dependente) o resultado de
remocdo de BB. Alem disto, foi realizado o acompanhamento do pH e a correcdo da umidade

ao longo do processo.

Os 11 experimentos realizados, conforme a matriz obtida pelo DCC tiveram duracdo de
30 dias, para garantir o tempo necessario para que houvesse degradacdo dos contaminantes

presentes no solo.
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Tabela 6 - Matriz do planejamento experimental 03.

VARIAVEIS
(X1) (X2)
Experimento Relacdo C:N Relacédo C:P

[100:N] [100:P]]

1 5(-1) 0,5 (-1)

2 5(-1) 1,5 (+1)

3 15 (+1) 0,5 (-1)

4 15 (+1) 1,5 (+1)
5 3 (-a) 1(0)
6 17 (+o) 1(0)

7 10 (0) 0,3 (-a)

8 10 (0) L7 (+o)
9(C) 10 (0) 1 (0)
10 (C) 10 (0) 1(0)
11 (C) 10 (0) 1(0)

Para a composicao do solo no reator foi realizada a mistura de 0,525 kg de solo estéril e
0,175 kg de solo retirado do reator indculo (R01). O reator empregado para este estudo foi do
tipo bandeja feitos em material plastico apresentando uma massa total de 0,7 kg com 25% de
indculo (proporgdo de indculo de acordo com testes preliminares) e suas dimensdes eram de 20

x 14 x 7,3cm conforme mostra a Figura 14.

Figura 14 - Reatores do Tipo Bandeja utilizados no DCC 3.

Na partida do reator houve a contaminagdo com 49g de biodiesel bruto. Procedeu-se
entdo a homogeneizagdo, com auxilio de uma espatula de aco e fez-se a contagem de

micro-organismos.
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No decorrer do processo, tanto as analises realizadas para quantificacdo de Oleo
remanescente e acompanhamento do crescimento dos micro-organismos quanto a umidificacdo
e correcdo da relacdo C:N:P seguiram 0os mesmos métodos e tempos de realizacdo que foram
feitos no Planejamento Experimental 01. Foi realizado o acompanhamento do pH ao longo do

processo. O experimento total foi realizado em 30 dias.

3.5.4 Avaliacéao da remocéo de Biodiesel Bruto (BB) com o tempo de processo visando a

validacao de dados.

Nos reatores bioldgicos usados nesta avaliacdo foram realizados os processos de
biorremediacéo do solo. Neste trabalho, foram realizadas 2 avaliagdes de remocéo de BB, cada
uma avaliando um tipo de varidvel otimizada ao longo do DCC 1 e DCC 3, que visam validar os
dados obtidos.

3.5.4.1 - 1° Avaliacdo da Remocdo de Biodiesel Bruto (BB): Avaliacdo da Temperatura

Otimizada e Temperatura Ambiente.

Neste estudo foram realizados 4 experimentos para avaliar a melhor temperatura na
biorremediacéo do solo contaminado com biodiesel bruto no reator tipo bandeja. A temperatura
otimizada foi obtida empregando o software Maple 15.0 através do tratamento estatistico
realizado com os valores apresentados no DCC 1. A concentracdo de biodiesel utilizada néo foi
a otimizada, devido aos baixos valores de contaminacao apresentados, como a melhor condigéo
com maior remoc¢édo de BB, quando comparados a uma contaminacgéo real. Por isso optou-se
pelo uso de 50.000 e 70.000 mg BB em TPH.kg™ de solo, valores estes ja usados no DCC e que
poderiam apresentar melhores resultados quando usada a temperatura otimizada ou a
temperatura ambiente. A seguir é apresentada a Tabela 7 que apresenta as condicGes das

avaliacOes testadas.

Tabela 7 - Condicbes dos experimentos da Avaliagdo 1.

VARIAVEIS
(X1) (X2)
Experimento Temperatura Concentracdo Biodiesel
[°C] [mg BB em TPH.kg™ de solo]
1 Ambiente (28+2) 50.000
2 Ambiente (28+2) 70.000
3 Otimizada 50.000
4 Otimizada 70.000
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Na avaliagdo foi adotado como resposta a remocdo de BB. Além disto, foi realizado o
acompanhamento do pH e a corre¢do da umidade ao longo do processo.

Os 4 experimentos realizados, com réplicas, tiveram duracdo de 21 e 28 dias nas
temperaturas otimizada e ambiente, respectivamente, para garantir o tempo necessario para que

houvesse degradagéo dos contaminantes presentes no solo.

Para a composicdo do solo no reator foi realizada a mistura de 0,525 kg de solo estéril e
0,175 kg de solo retirado do reator indculo (R01). O reator empregado para este estudo foi do
tipo bandeja feitos em material plastico apresentando uma massa total de 0,7 kg com 25% de
indculo (proporcéo de indculo de acordo com testes preliminares) e suas dimensdes eram de 20
X 14 x 7,3cm.

Na partida do reator houve a contaminacdo com determinada massa de biodiesel bruto,

obtendo-se um solo contaminado de acordo com os valores propostos na avaliacdo (Tabela 7).

Procedeu-se entdo a homogeneizacdo, com auxilio de uma espétula de aco e fez-se a
contagem de micro-organismos. Em seguida os reatores foram deixados no ambiente (R1 e R2)
e outros levados a estufa confeccionada (R3 e R4) de modo a manter a temperatura constante ao

longo do processo.

No decorrer do processo, tanto as analises realizadas para quantificacdo de Oleo
remanescente e acompanhamento do crescimento dos micro-organismos quanto a umidificacdo
e correcdo da relagcdo C:N:P seguiram os mesmos métodos e tempos de realizacdo que foram
feitos no Planejamento Experimental 01. Foi realizado o acompanhamento do pH ao longo do

processo.

3.5.4.2 - 2° Avaliacdo da Remocéo de Biodiesel Bruto (BB): Avaliacdo da Relacdo de

Nutrientes Otimizada

Neste estudo foram realizados 2 experimentos para avaliar a influéncia da
correcdo da relagdo C:N:P na biorremediacdo do solo contaminado com biodiesel bruto no
reator tipo bandeja. Esta relacdo C:N:P foi otimizada utilizando o software Maple 15.0 atraves
do tratamento estatistico realizado com os valores apresentados no DCC 3, vale salientar que a
temperatura otimizada usada na avaliacdo 1, também foi utilizada nestes experimentos. A
concentracgdo de biodiesel utilizada ndo foi a otimizada no DCC 1 e nem mesmo a obtida como
melhor concentragdo no estudo da avaliagdo 1. Devido aos bons resultados obtidos na
Avaliacdo 1, optou-se por aumentar as concentragdes de contaminantes empregados nesta etapa

a valores que pudessem corresponder a escala de um grande acidente, ou seja, com altas
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concentragdes de contaminantes. Por isso utilizou-se 100.000 e 120.000 mg BB em TPH.kg™
de solo, valores estes bem superiores aqueles utilizados no DCC e que poderiam apresentar
resultados satisfatorios quando usada a temperatura e a relacdo C:N:P otimizada. A seguir é

apresentada a Tabela 8 com as condicOes desta avaliacao:

Tabela 8 - Condicbes dos experimentos da Avaliacdo 2.

VARIAVEIS
(X1) (X2)
Experimento Temperatura Concentracédo Biodiesel
[°C] [mg BB em TPH.kg™ de solo]
1 Otimizada 100.000
2 Otimizada 120.000

Na avaliagdo foi adotado como resposta a remogdo de BB. Além disto, foi realizado o

acompanhamento do pH e a correcdo da umidade ao longo do processo.

Os 2 experimentos realizados com réplicas, tiveram duracdo de 42 dias na temperatura
e relacdo C:N:P otimizada, para garantir o tempo necessario para que houvesse degradacéo dos

contaminantes presentes no solo.

Para a composicdo do solo no reator foi realizada a mistura de 0,525 kg de solo estéril e
0,175 kg de solo retirado do reator indculo (R01). O reator empregado para este estudo foi do
tipo bandeja feitos em material plastico apresentando uma massa total de 0,7 kg com 25% de
indculo (proporcéo de indculo de acordo com testes preliminares) e suas dimensdes eram de 20
X 14 x 7,3cm.

Na partida do reator houve a contaminacdo com determinada massa de biodiesel bruto,

obtendo-se um solo contaminado de acordo com os valores propostos na avaliacao.

Procedeu-se entdo a homogeneizagdo, com auxilio de uma espatula de aco e fez-se a
contagem de micro-organismos. Em seguida os reatores foram levados a estufa confeccionada
(R1 e R2) de modo a manter a temperatura constante ao longo do processo. A Figura 15 mostra

a estufa confeccionada utilizada.
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Figura 15 — Estufa confeccionada para manter a temperatura dos experimentos constante.

No decorrer do processo, tanto as analises realizadas para quantificacdo de o6leo
remanescente e acompanhamento do crescimento dos micro-organismos quanto a umidificacdo
e correcdo da relacdo C:N:P seguiram os mesmos métodos e tempos de realizacdo que foram
feitos no Planejamento Experimental 01. Foi realizado o acompanhamento do pH ao longo do

processo.

3.6. Analises Quantitativas

Para cada determinagdo quantitativa foram retiradas trés sub-amostras de diferentes
pontos do reator ao longo de toda a profundidade. As trés sub-amostras foram homogeneizadas
e quarteadas até comporem uma Unica amostra que foi submetida as determinages

quantitativas.
3.6.1 Quantificacdo Microbioldgica

Todo o material usado na quantificacdo microbioldgica foi devidamente esterilizado,
autoclavado-se a pressao relativa de 1 atm por 15 minutos, os meios contendo agar eram
autoclavados a pressao relativa de 0,5 atm por 15 min, e todo o procedimento foi realizado em

camara bacterioldgica (Labconco purifier class 11) ou em presenca de chama.
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3.6.1.1 Quantificacdo Celular de Bactérias

Uma amostra de 10g de solo era transferida para um erlenmeyer de capacidade 250 mL,
e adicionava-se 100 mL de solucéo salina (0,9% NaCl) esterilizada, e agitava-se o sistema a fim
de homogeneizar a amostra no meio. A seguir eram realizadas dilui¢cdes sucessivas, de acordo
com o tempo de processo, a partir de 1 mL desta solugdo, em 9 mL de solucdo salina. Uma
amostra de 3 mL de cada diluicdo era coletada de forma a distribuir 1 mL para cada placa de
petri, e empregando-se a técnica pour plate (APHA, 1992), em cada placa era adicionado o
meio &gar nutriente (Extrato de carne, 3 g/L; Peptona, 10 g/L; K,HPQy,, 1,00 ¢g/L; NaCl, 5 g/L;
agar-agar, 15-20 g/L; pH, 7,4-7,6) e posteriormente as amostras eram incubadas a 30 + 10°C por
48 horas. Procedia-se a contagem de unidades formadoras de colbnias e determinava-se o

namero de células por grama de amostra.
3.6.2 Quantificacédo de Biodiesel Bruto

3.6.2.1 BB (Biodiesel Bruto)

A andlise foi realizada através da metodologia modificada de VIEIRA et al (2007).
Antes de cada analise, foi pesada uma amostra de 2 g de solo da qual o contaminante era
extraido pela adicdo de 10 mL de solvente (n-hexano) em um béquer sob agitacdo por 15
minutos. ApoOs a separacao de fases, a amostra da fase organica era retirada com uma pipeta
volumétrica (100 pL), colocada em uma cubeta para leitura da absorbancia no analisador de
TPH Modelo Buck HC-404, e através de uma curva de calibracdo feita previamente, era
quantificada a concentracdo de contaminantes no solo. A andlise de TPH, citada na literatura,
pode caracterizar o teor de 6leo presente no biodiesel bruto, pois a determinacdo de TPH por
espectrometria de infravermelho baseia-se na medida da absorbancia da ligacdo C-H, dos
hidrocarbonetos presentes na amostra. Isto pode ser diretamente convertido a quantidade total
de 6leo na amostra original se a razdo do solvente com o 6leo for cuidadosamente controlada,
através de uma calibracdo (NASCIMENTO, 2003).

3.6.2.2 Cromatégrafo — Quantidade e Teor dos Esteres

O acompanhamento do teor de ésteres presente no solo ao longo do processo foi

realizado de acordo com a DIN EN 14103, como é mostrado no anexo |.
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3.6.3 Nutrientes

3.6.3.1 Andlise de Nitrogénio Total — Método de Kjeldahl

A analise de nitrogénio total de solos geralmente é realizada através do método de
Kjeldahl, através do qual a amostra € digerida com acido sulfurico concentrado sob
aquecimento, o que transforma todo o nitrogénio orgédnico em ions amoénio. Numa etapa
subsequente, a solugdo obtida é alcalinizada com hidroxido de sédio concentrado e a aménia
produzida nessa etapa é destilada e captada por uma solucédo de &cido bérico, que entdo é
titulada com acido padronizado (EMBRAPA, 2010). No anexo | pode ser encontrado o método

detalhadamente.

3.6.3.2 Andlise de Fésforo Disponivel

O objetivo da analise quimica do fosforo do solo é determinar qual a quantidade deste
nutriente que o solo serd capaz de fornecer aos micro-organismos para se realizar a
biorremediagdo. Assim, as formas de fosforo do solo tém diferentes capacidades de dessorcéo e
abastecimento da solucéo do solo, segundo sua natureza quimica e energia de ligagdo. No anexo
| esta a andlise detalhada. Esta analise € usada e foi gentilmente cedida pelo Laboratério de
Analise de Solos — LABAS do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de
Uberlandia.

49



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste Capitulo, serd abordada a classificacéo e caracteristicas apresentadas pelo solo no
inicio dos trabalhos, os testes preliminares realizados para determinacdo de faixas de trabalho
ao longo do planejamento composto central, além dos efeitos da temperatura com concentracao
de biodiesel e relagdo C:N com relagdo C:P na biorremediagdo do solo, aplicando um
planejamento composto central e avaliando as respostas de biorremocéo de biodiesel bruto.
Analisando-se subsequentemente o efeito das variaveis, que apresentaram melhores resultados

do DCC, em avalia¢bes de modo a validar os dados obtidos.

4.1. Solo

Na Tabela 9 sdo mostrados os resultados da caracterizacdo fisico-quimica e

microbiolodgica, além da composicdo granulométrica da amostra de solo usado.

Ao analisar os dados de granulometria apresentados na Tabela 9, pode-se classificar o
solo empregado neste estudo como argila arenosa, conforme o diagrama triangular das classes
textuais do solo apresentado por PREVEDELLO (1996).

Segundo o Servico Nacional de Levantamento e Conservacdo do Solo (EMBRAPA,
1990), este solo é classificado como Latossolo vermelho-escuro distréfilo, argilo arenoso com

textura argilosa, fase cerrado tropical e com relevo suave ondulado.

Utilizando a classificagdo unificada dos solos (CETESB, 1992) para os dados
granulométricos do solo, através do diagrama triangular de Ferit, conclui-se que este solo
configura-se como uma mistura de areia, argila e material ligante (aglutinante argiloso), sendo

que mais de 30% dos seus graos passaram pela peneira Tyler 200#.

O solo possui pH acido, 5,31, 0 que € caracteristico da maioria dos solos brasileiros. A
analise do solo mostra ainda que este é extremamente pobre em nitrogénio e fosforo, elemento

limitante em processos de biodegradacéo, mostrando a necessidade de corregodes.
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Tabela 9 - Caracterizacéo do solo.

Fisico-quimica
Areia Grossa 0,3%
Areia média 5,3%
Granulometria | Areia Fina 3,8%
Silte 35,5%
Argila 45,6%
Limite de liquidez 42,5
Limite de plasticidade 29,2
indice de plasticidade 13,3
pH 531+0.10
Umidade (visual) 14 %
Capacidade de retencdo de agua (método funil) 28,0 +0,01 %
Matéria Organica (g/kg) 0,8
Microbiol6gica
Bactérias aerdbias (cels/ g solo) \ 1,10 x 10*
Inorganica
Passimilavel (mg/kg solo) 3,01
Corganico (g/kg solo) 12,5
Ntotal (g/kg solo) 0,12
Relagdo C:N:P 100:0,77: 0,019

Segundo a CETESB (1992), o solo argilo arenoso apresenta comportamento hidrico,
que é dependente das condi¢bes de manipulacdo impostas (nivel de incorporacdo de agua,
forma de revolvimento, etc). Esse fato explica a formacdo de aglomerados de tamanhos
variados durante a manipulacdo do mesmo, isto é, quando era realizada sua homogeneizacéo,
durante o procedimento de adi¢do de 4gua, para controle da umidade. O tamanho e a forma dos
aglomerados gerados pode decorrer do tipo de argilo mineral presente e principalmente de sua
estrutura, ja que a forma de arranjo das particulas e a organizacao de cargas na superficie dos
mesmos determinam a intensidade de forcas de atracdo ou repulsdo, refletindo,

consequentemente no grau de coes@o do solo como um todo (CETESB, 1992).

A umidade higroscopica desse solo é baixa, indicando a necessidade de correcdo da
umidade durante o processo de biodegradacdo. A umidade Otima para biodegradagdo de
hidrocarbonetos segundo MEYER (2011 apud PAUL & CLARK, 1989) encontra-se na faixa
de 25 e 85 % da capacidade de retengdo de agua. Outro autor, SILVA (2004 apud EPA, 1994)

cita que a faixa ideal para a umidade do solo deve estar entre 40 e 85% da capacidade de
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retencdo de &gua do solo ou de aproximadamente 12 a 30% em peso, havendo, portanto,
necessidade de corre¢do durante o processo.

A determinacdo da capacidade de retencdo de agua é importante quando se pretende
trabalhar com processos em fase solida, pois permite o conhecimento da faixa do teor de
umidade que deve ser utilizado no estudo. Neste trabalho a capacidade de retencdo de agua
adotada foi de 28,0 %, conforme metodologia no item 3.2.2.

Verifica-se na Tabela 9 que o solo apresenta uma consideravel populacdo de bactérias
aerdbias, 1,10 x 10* cels/g solo, mesmo com estes valores de bactérias presentes a relagéo
C:N:P de 100:0,77:0,019 ¢ baixa. Neste caso, para o0 processo de biorremediacdo, torna-se
necessario a corre¢do, mediante adi¢do de fontes nitrogenadas e fosfatadas.

A relacdo C:N:P é limitante no processo de biorremediacdo. No caso de Nitrogénio e
Fdsforo, a relacdo adequada C:N:P depende do sistema de tratamento a ser empregado, sendo
segundo a literatura cientifica a relacdo C:N:P ideal para 0 metabolismo microbiano o valor de
100:10:1 (SILVA, 2004 apud ARROYO & QUESADA, 2002; RISER-ROBERTS, 1998).

4.2. Ensaios Preliminares
4.2.1- Adaptacéo da Cultura Mista ao Biodiesel em Meio Liquido

A Figura 16 apresenta a evolucdo da capacidade de biodegradacédo da cultura mista, que
foi acompanhada pela andlise de remocdo de DQO e COT. O critério de aumento das
concentracdes de combustivel empregado foi relacionado com a eficiéncia de remogdo de
DQO. Quando a eficiéncia era superior ou igual a 60% cultivava-se a cultura previamente
adaptada em meio contendo maior concentracdo de contaminantes. Este mesmo procedimento
foi adotado por VIEIRA (2004) em seu estudo de adaptacdo de culturas mistas ao efluente
contendo 6leo diesel e gasolina. De acordo com KATAOKA (2001) apud OLIVEIRA (2008),
alguns fatores que podem interferir na taxa de crescimento e consequentemente na taxa de
biodegradacdo como a biodegradabilidade, a toxicidade e a quantidade do poluente. Para a
biodegradagao recomenda-se colocar o substrato em menores parcelas com maior frequéncia ao

invés de uma maior acrescentada de uma Unica vez.

Pode-se observar pela Figura 16 que até a concentracdo de 4% v/v de contaminantes a
remocdo de DQO e COT obtida foi em média de 82,0 e 85,8%, 0 que indicou que o critério
estabelecido para 0 aumento progressivo de contaminante foi atingido (acima de 60% de
remocao de DQO), mostrando que a cultura foi capaz de biodegradar os contaminantes. Como o

critério de selecdo foi atingido, conduziu-se 0 aumento gradativo de concentracdo da mistura de
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contaminante até a concentracdo méaxima conseguida de 8%v/v. Nesta concentracdo apesar da
remocdo ter caido para 61%, em virtude do aumento da matéria organica, a concentracdo de
células obtida foi da ordem de 10'° UFC/mL, mostrando que a cultura ainda apresentou periodo
de adaptacéo (Tabela 10).

Além disto, na Figura 16 pode-se verificar a variagdo da porcentagem de remocao de
COT que variou de 65 a 84%, mostrando que a cultura foi capaz de biodegradar o biodiesel
bruto.

100 B Remocado de DQO ®=Remocgé&o de COT
90

80
70
6
5
4
3
2
1
0,25 0,5 1 2 4 6 8

7

Remocdes (%)
o O O O O o

o

Concentragao de Contaminantes (%)

Figura 16 - Comportamento da remogdo com o aumento gradual de contaminantes.

Vale salientar, que para todos 0s experimentos o tempo de processo foi fixado em 7 dias,
mas em algumas concentracdes (4, 6 e 8%v/v) este tempo ndo foi suficiente para obter uma
remocao de no minimo de 60%, entdo o processo teve duracdo de 14 dias. Para estes casos foi
realizado um novo cultivo (reaclimatacdo) nas mesmas concentragdes. Por isto, 0 tempo na
Tabela 10 apresenta-se variavel.
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Tabela 10 - Porcentagem de remocdo de DQO e COT para a cultura mista C1 em funcgéo da

concentracdo de contaminantes (biodiesel bruto).

Contaminantes Eficiéncia de Tempo de
(% v/v de biodiesel + Remogcao Eficiéncia de Remogdo de|  operagao
glicerina) de DQO (%) coT ) (dias)

0,25 79,0+ 2 84+ 4 7

0,50 81,0+3 86+ 2 7

1,0 83,0 + 4 87 +3 7

2,0 83,0+3 85+ 1 7

4,0 85,0+ 4 87+3 14

6,0 80,0 + 2 81+ 2 14

8,0 61,0+2 65+2 14

A Figura 17 apresenta o comportamento do crescimento da cultura nas diversas

concentragdes estudadas, mostrando que a cultura se adaptou as variagdes de concentraces dos

contaminantes estudados. A concentracdo celular em 0 dias de processo foi da ordem de 10°

UFC/mL.

Concentragdo Celular (UFCImL)

1,00E+11

1,00E+10

1,00E+09

1,00E+08

1,00E+07

1,00E+06

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

0,25 0.5 1 2 4 & 8

Concentracio de Contaminantes (%)

Figura 17 - Concentracéo celular apds 7 dias de processo nas varias concentracdes de mistura de

contaminantes.

Por meio da Figura 17, observa-se que a cultura estudada apresentou crescimento

significativo, mostrando que os repiques da cultura foram importantes para adapta-la aos meios
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com variaveis concentracdes de contaminantes. O fato da cultura C1 ser advinda de local com
historico de contaminagdo por derivados de petréleo pode possivelmente justificar o seu

desempenho frente a estes novos contaminantes.
4.2.2- Adaptacdo da Cultura Mista ao Solo Contaminado

Apos adaptacdo da cultura mista C1 aos contaminantes (biodiesel bruto) em meio
liquido iniciou-se a adaptacéo da cultura ao solo contaminado.

O aumento de micro-organismos ja adaptados aos contaminantes ao meio liquido para a
inoculagdo no solo do reator RO1 foi de 10° UFC/ml. Ap6s 1 semana, a concentragdo
microbiolégica foi da ordem de 10? UFC/mI. Esta reducdo se deve ao inicio da adaptagdo
microbiana em um meio onde a difusdo dos nutrientes (essenciais as sinteses e para funcdes

normais dos componentes celulares) é bem mais complexa quando comparado ao meio liquido.

Apdbs 56 dias de processo, com o0 monitoramento da umidade e a realizacdo da
oxigenacdo do solo através de seu revolvimento no reator RO1, a concentracdo celular
determinada foi da ordem de 10'° UFC/ml para bactérias e fungos. A Tabela 11 apresenta este

acompanhamento.

Tabela 11- Acompanhamento da adaptacéo da cultura em solo contaminado (biodiesel e glicerina

8,0%v/v), com utilizac&o de um pool de cultura mista na ordem de 10° UFC/mL.

Micro-organismos Quantidade (UFC/mL) Quantidade (UFC/mL)
7 dias 56 dias
Bactérias Heterotréficas Totais 2x10° 5,0x10"
Fungos 8,5x10° 1,0x10%

A Tabela 11 também apresenta a quantificacdo de fungos da ordem de 10° UFC/ml ap6s
1 semana com aumento consideravel apés os 56 dias de processo para 10*° UFC/ml.

O valor de carbono orgénico total inicial verificado no solo contaminado apresentava
91,1g/kg de C, apds 56 dias o valor do COT no reator passou para 36,2g/kg, o que significa uma
reducdo de 60,2% de remocdo de C do solo, mostrando que houve uma adaptacdo dos

micro-organismos ao solo contaminado.
4.3. Experimentos de Biorremediagdo

Nos reatores biolégicos usados neste trabalho foram realizados os processos de

biorremediacdo do solo. Neste topico sdo abordados os resultados dos 3 Planejamentos
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Experimentais do tipo Delineamento Composto Central (DCC) realizados. Cada planejamento
avaliou variaveis que poderiam interferir no processo de descontaminacdo do solo, além de

avaliacGes que visaram validar os dados obtidos.

Também sera mostrado o resultado do acompanhamento do processo sem interferéncia
externa, reatores abidticos, de modo a fazer um levantamento quanto as perdas de

contaminantes ao longo do tempo.
4.3.1 Perdas Abioticas

Normalmente as perdas abidticas sdo ocasionadas por fendmenos fisicos como
evaporacao e fisico-quimicos como dissolucao, foto-oxidacao e oxidacdo quimica.

Para inibicdo dos micro-organismos do reator abidtico, optou-se por autoclavar o solo, a
1 atm por 20 min, antes da adicdo de biodiesel bruto, umidificou-se o solo com uma solucédo de
azida de sodio (2% p/v) durante o tempo de processo, observando-se, entdo a auséncia de

crescimento microbiano durante o experimento, conforme descrito por GUIMARAES ( 2003).

A degradacdo abidtica do BB em TPH foi de 4,16 + 0,28 %. Esse resultado foi

contabilizado nos valores de biodegradacdo do BB em TPH em todos os resultados realizados.
4.3.2 Testes Preliminares

Nesta secdo encontram-se 0s resultados dos testes preliminares realizados de modo a
identificar a melhor faixa de trabalho dentre as variaveis em estudo, como relacdo de
micro-organismos nos reatores e concentracdo de biodiesel bruto que ndo sejam toxicas aos

micro-organismos.

4.3.2.1 — Avaliacdo da Concentracdo de Micro-organismos

As Figuras 18 e 19 apresentam os comportamentos de crescimento celular e remocéo de

BB em TPH ao longo dos 111 dias de processo nos 4 biorreatores.

Pode-se observar pela Figura 18, que a quantidade inicial de micro-organismos
encontra-se relacionada a fracdo adicionada de indculo ao solo contaminado, onde maiores
fracGes de in6culo proporcionaram maiores quantidades de micro-organismos inicialmente,
mostrando que o procedimento adotado de inoculacdo foi adequado. Além disso, pelo perfil
apresentado nesta mesma figura observa-se que apos a inoculacdo (0 dias) a concentracéo de
micro-organismos sofreu variagGes ao longo do processo de operagdo nos 4 biorreatores (R1 a

R4) com acréscimos e decréscimos na concentracdo de micro-organismos. Este comportamento
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sugere que durante 0 processo ocorreu uma readaptacdo dos micro-organismos as novas

condigdes ambientais.

IR -15%

UFC/ml

0 14 28 42 56 70 84 98 112
Tempo (dias)

Figura 18 - Perfil de crescimento celular ao longo dos 111 dias de processo.

De modo geral, verifica-se na Figura 18, que as maiores fracdes de in6culo empregadas
no inicio do processo promoveram aumento de micro-organismos ao final de 111 dias. Isto
pode ser observado pelos resultados apresentados pelos reatores R3 e R4. Da mesma maneira,
por meio da Figura 19 observa-se que os maiores valores de remogé&o foram observados nesses
mesmos biorreatores (R3 e R4) com remocdes de 45 e 51%, respectivamente. Sendo assim,
para efetuar este trabalho foi escolhido a opcéo de 25% de indculo (m/m) em cada biorreator ja
que as percentagens de remocao foram proximas e pela Figura 18 observou-se uma quantidade

de micro-organismos muito semelhante ao final do experimento.
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Figura 19 - Perfil de remoc&o de BB em TPH ao longo dos 111 dias de processo.

4.3.2.2 — Avaliacdo da Concentracdo de Biodiesel Bruto em TPH

Na Figura 20 é apresentada a relacdo de decaimento dos contaminantes ao longo do
processo de biorremediagé&o.

E possivel perceber pela Figura 20 que até 21 dias de processo praticamente ndo houve
remocdo consideravel de BB em TPH, e que a partir deste periodo houve uma consideravel
queda na concentracdo de BB em TPH. Este periodo de maior queda na concentracéo de BB em
TPH (a partir de 21 dias) coincide com a primeira corre¢do na relagdo C:N:P (100:10:1) do
processo. Isto mostra, efetivamente a importancia da correcdo na relacdo C:N:P para o
metabolismo dos micro-organismos envolvidos no processo e que consequentemente

conduzem a uma maior biodegradacdo dos contaminantes.
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Figura 20 - Decaimento de BB em TPH ao longo dos 42 dias de processo.

As Figuras 21 e 22 mostram a diferencga nas remocdes de BB em TPH, bem como nas
concentragdes de micro-organismos com e sem ajuste da relagédo C:N:P.
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Figura 21 - Remocéo de BB em TPH para cada reator nas condi¢6es 20.000, 30.000, 50.000 e 80.000 mg
BB em TPH.kg™ de solo no tempo de 21 e 42 dias.

O ajuste da relagcdo C:N:P, essencial na biorremediagéo, pois 0 seu controle aumentou
em até 6 vezes o valor da remoc¢édo de contaminantes no solo, como no caso do RB (30.000 mg
BB em TPH.kg™ de solo) onde até 21 dias houve 13,0% de remogc&o, enquanto no periodo de 21
a 42 dias (onde houve ajuste da relagio C:N:P) obteve-se 78,16% de remocao de BB em TPH. E
também importante salientar que houve um aumento considerdvel na quantidade de
micro-organismos devido a correcdo de nutrientes, pois até 21 dias os reatores passaram da

ordem de 10° a 10°, enquanto apés correcéo atingiram valores de 10% no caso do RA, RB e RD.
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Figura 22 - Crescimento celular para cada reator nas condig¢@es 20.000, 30.000, 50.000 e 80.000 mg BB
em TPH.kg™ de solo no tempo Inicial, 21 e 42 dias.

4.3.3 Planejamento Composto Central

Nesta etapa do trabalho foi possivel avaliar o quanto as varidveis influenciaram na
biorremediacdo do solo contaminado com biodiesel bruto através do controle de variaveis
(Temperatura e Concentracdo de Biodiesel) e da correcdo de nutrientes (Nitrogénio e Fdsforo)
utilizando dois tipos de biorreatores e para isso foram estabelecidos 3 planejamentos

experimentais.

4.3.3.1 - 1° Planejamento: Temperatura e Concentracdo de Biodiesel em Reator Bandeja em

Sistema Fechado

A Tabela 12 mostra os valores codificados e originais das variaveis de estudo e a
resposta remogdo de BB em TPH. Observa-se nesta Tabela que a remogdo de BB em TPH
variou de 33,9% (experimento 8) a 100% (experimentos 3 e 7). Verifica-se também que 0s
pontos centrais apresentaram uma pequena variacdo para a resposta, indicando uma boa
repetibilidade dos resultados de remocdo de BB em TPH do processo. Os resultados de
remocao de BB em TPH mostraram-se promissores, pois para concentracdo de biodiesel bruto
menor que 30.000 mg BB em TPH .kg™ de solo a remocdo foi maior que 97% e os
experimentos com concentracdo de biodiesel bruto de 50.000 mg BB em TPH .kg™ de solo
apresentaram valor em torno de 90%, valor este que pode ser considerado alto, pois de acordo
com GELLER (2000), concentrac6es de ordem maior que esta, podem ter efeito toxico sobre 0s

micro-organismos e assim inibir um tratamento eficaz.
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Tabela 12 - Variaveis utilizadas no DCC 1 e sua resposta

X1 X2
_ Concentragdo de
Experimento  Temperatura Biodiesel Remocdo de BB
(°C) (mgBBem TPH kg*  em TPH (%)
solo)
1 30 (-1) 30.000 (-1) 97,5
2 30 (-1) 70.000 (1) 62,1
3 40 (1) 30.000 (-1) 100,0
4 40 (1) 70.000 (1) 40,0
5 28 (- o) 50.000 (0) 91,6
6 42 (o) 50.000 (0) 42,0
7 35(0) 22.000 (- o) 100,0
8 35 (0) 78.000 () 33,9
9(C) 35(0) 50.000 (0) 89,6
10 (C) 35 (0) 50.000 (0) 90,2
11(C) 35 (0) 50.000 (0) 90,8

MEYER (2011) estudou contaminacdo com biodiesel comercial (B100) em dois tipos
de solos, arenoso e argiloso, obtendo remocao de 74,52 e 97,00% respectivamente, em uma
contaminacao inicial de 26.400 mg.kg™de solo. Por meio deste resultado é possivel averiguar

que neste trabalho foram alcancados resultados semelhantes nesta faixa de concentragéo.

A Tabela 13 mostra os coeficientes de regressdo das variaveis e interagdes com
parametros significativos e ndo significativos para a resposta remo¢do de BB em TPH, bem

como os valores dos niveis de significancia relacionados aos mesmos.
A partir desta andlise foi obtida a Equacdo 4.1:
Remocéo de BB em TPH (%) = 90,09 — 11,24.X; —9,71.X; >~ 23,73.X, — 9,64.X,2 — 6,15.X,.X, (4.1)

Tabela 13 - Regressdo multipla para remog¢éo de BB em TPH no DCC 1.

T N Coeficiente .

Variaveis e interagdes de Regressio Desvio t(5) p
Termo Independente 90,0867 5581999 16,13879  0,000017
(X1) Temperatura (L) -11,2424  6,871901 -3,27200  0,022150
Temperatura (Q) -9,7134 8,249115 -2,35501  0,065153
(X2) Concentracéao de Biodiesel (L) -23,7298  6,871901 -6,90633  0,000975
Concentracéo de Biodiesel (Q) -9,6368 8,249115 -2,33646  0,066673
X1.X2 -6,15 9,669621 -1,27202  0,259313

R2=0,932
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A Tabela 14 mostra os coeficientes de regressao das varidveis e interagdes com niveis
de significancia (p) menores que 10% para a resposta remo¢do de BB em TPH, apds a

eliminacédo de parametros néo significativos.

O parametro nao significativo, que foi desprezado para o nivel de significancia adotado

foi apenas a interacdo entre as variaveis temperatura e concentracéo de biodiesel.

Tabela 14 - Regressdo multipla apenas com variaveis significativas para remogao de BB em TPH no
DCC 1.

Coeficiente de

Variaveis e interacdes Desvio t(6) p

Regressao
Termo Independente 90,0867 5,862449 15,36674 0,000005
(X1) Temperatura (L) -11,2424  7,217158 -3,11547  0,020704
Temperatura (Q) -9,7134 8,663565 -2,24235 0,066133
(X2) Concentracdo de Biodiesel (L) -23,7298  7,217158 -6,57594  0,000593
Concentracdo de Biodiesel (Q) -9,6368 8,663565 -2,22468 0,067760
R2=0,910

A Equacao 4.2 representa 0 modelo com as variaveis significativas codificadas para a

resposta remoc¢édo de BB em TPH.
Remogéo de BB em TPH (%) = 90,09 — 11,24.X; — 9,71.X;2 — 23,73.X, — 9,64.X,?2 (4.2)

O coeficiente de correlacdo (R?) obtido apds o ajuste foi de 0,910, indicando que os
resultados foram explicados pela equacdo empirica proposta com 91,0% da variabilidade dos
dados. Esses resultados indicam uma boa concordancia entre os valores experimentais e

previstos pelo modelo, expressos na Figura 23.
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Figura 23 - Valores preditos por valores experimentais para a regressao multipla com as variaveis
significativas do DCC 1 para a resposta remoc¢do de BB em TPH.

Na Figura 24 observa-se que os erros de ajustamento se mostram independentes e

normalmente distribuidos em torno da reta, o que indica normalidade para a resposta remocao
de BB em TPH.

Como o modelo foi significativo, foi possivel construir as superficies de resposta e
definir regides de interesse. A Figura 25 e 26 ilustram, respectivamente, a superficie de resposta
e a curva de contorno em fun¢do da Temperatura (X1) e Concentracdo de Biodiesel (X2) para a

remocdo de BB em TPH.
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Figura 24 - Distribuicdo dos residuos para a regressdo multipla com as varidveis significativas do DCC 1
para a resposta remocédo de BB em TPH.
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Nas Figuras 25 e 26 pode-se verificar que tanto a regido de alta concentracdo de
biodiesel bruto quanto de maiores temperaturas apresentam condi¢cdo de minima remocao de
BB em TPH. Na Figura 26, pode-se observar que a regido de otimizacao da temperatura foi de
28 — 36°C e a de concentragdo de biodiesel foi de 25.400 mg BB em TPH.kg™ de solo.

Figura 25 - Superficie de resposta para a resposta remogédo de BB em TPH em funcdo da temperatura e
da concentracdo de Biodiesel.
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Figura 26 - Curva de contorno para a resposta remocéo de BB em TPH em funcéo da temperatura e da
concentracdo de Biodiesel.

Na Figura 26 é importante salientar a influéncia da temperatura na remoc¢édo de BB em
TPH, isto deve-se, principalmente, ao fato que em caso de acidentes ndo é possivel escolher a
quantidade de biodiesel bruto derramada e consequentemente sua concentracdo no solo.
COLOMBO (2010) utilizou de atenuacdo natural como forma de biorremediacdo de solo

contaminado com dleo diesel em diversas fraces de biodiesel, além dos dois componentes
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puros. Ele observou no caso do biodiesel puro (B100) com uma concentragéo inicial de 4%,
uma remocédo de 74,42% em 165 dias de testes em condi¢Oes ambientes, o que segundo ele
dificultou a degradacdo, pois havia épocas sem precipitacdo da chuva (umidade nao controlada)
além de concluir que em temperaturas abaixo de 21°C havia influéncia negativa na taxa de
degradacdo. No caso deste trabalho que a temperatura foi alvo de estudo, quando esta foi
mantida constante a 35°C em concentracéo de biodiesel de 50.000 mg BB em TPH.kg™ de solo,
foram obtidas remocdes de até 90,8% em 30 dias de processo, o que caracteriza como essencial

ao estudo a variavel temperatura.

Da mesma forma, BAPTISTA et al (2003) avaliou a biodegradagédo de solo
contaminado com uma concentracao inicial de aproximadamente 1% de TPH, em biorreatores
em condicdes ambientes fazendo a correcdo C:N:P, esta essencial as atividades de
biodegradacdo de 6leos, obtendo remocdo maxima de 44% de TPH em 45 dias de processo.
Neste caso € importante observar que além da temperatura, a correcdo de nutrientes €
extremamente vantajosa na biorremocdo de contaminantes, e por esse motivo, este presente
trabalho também teve o cuidado de realizar a cada 15 dias esta corre¢do (C:N:P — 100:10:1)

para obter estes bons resultados.

A discussdo anterior mostra as vantagens da analise conjunta da influéncia das

variaveis, utilizando o planejamento de experimento.

4.3.3.2 - 2° Planejamento: Temperatura e Concentracdo de Biodiesel em Reator Rotativo em

Sistema Fechado

A Tabela 15 mostra os valores codificados e originais das variaveis de estudo e a
resposta remogdo de BB em TPH. Observa-se nesta Tabela que a remogdo de BB em TPH
variou de 19,0% (experimento 4) a 100% (experimentos 1 e 5). Verifica-se também que 0s
pontos centrais apresentaram uma pequena variagdo para a resposta, indicando uma boa
repetibilidade do processo. O resultado de remogéo de BB em TPH se mostrou promissor,
principalmente para temperaturas menores, em torno de 28+2°C, onde foram encontradas as
maiores remocdes de BB em TPH independente da concentracéo inicial de biodiesel, chegando

a valores de remocao de BB em TPH de 100%.
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Tabela 15 - Variaveis utilizadas no DCC 2 e sua resposta.

X1 X2
_ Concentragdo de
Experimento  Temperatura Biodiesel Remocdo de BB
(°C) (mgBBem TPH kg'  em TPH (%)
solo)
1 30 (-1) 30.000 (-1) 100
2 30 (-1) 70.000 (1) 70,3
3 40 (1) 30.000 (-1) 56
4 40 (1) 70.000 (1) 19
5 28 (- o) 50.000 (0) 100
6 42 (o) 50.000 (0) 27
7 35(0) 22.000 (- o) 80
8 35 (0) 78.000 () 43
9(C) 35(0) 50.000 (0) 60
10 (C) 35 (0) 50.000 (0) 65
11 (C) 35 (0) 50.000 (0) 63,3

CHEMLAL et al (2013) avaliou a biodegradagdo de solo contaminado com uma
concentragdo inicial de aproximadamente 13.000 mg.de TPH.kg™ de solo, em biopilhas em
condicdes controladas da relacdo C:N:P (100:10:1), umidade, pH e temperatura (15 a 40°C). A
remocdo maxima obtida por este autor foi de 85% de TPH em 76 dias de processo. Neste
presente trabalho foram alcancados resultados semelhantes em maiores faixas de concentragao
(100% de remogo de BB em TPH em 30.000 e 50.000 mg BB em TPH.kg ™ de solo) em

menores tempos de processo, neste caso, 30 dias.

A Tabela 16 mostra os coeficientes de regressdo das variaveis e interacbes com
parametros significativos e nédo significativos para a resposta remo¢édo de BB em TPH, bem
como os valores dos niveis de significancia. A partir desta anélise foi obtida a Equagéo 4.3:

Remogzo de BB em TPH (%) = 62,78 — 24,94.X, + 0,07.X,2— 14,96.X, — 0,95.X,2— 1,82.X,.X, (4.3)

Tabela 16 - Regressdo multipla para remog¢édo de BB em TPH no DCC 2

Coeficiente

Variaveis e interagdes q « Desvio t(5) p
e Regressao

Termo Independente 62,7834 1,813192 34,6259 0,000000
(X1) Temperatura (L) -249366  2,232189 -22,3427  0,000003
Temperatura (Q) 0,0673 2,679547  0,0502 0,961899
(X2) Concentracao de Biodiesel (L)  -14,9624  2,232189 -13,4061  0,000041
Concentracédo de Biodiesel (Q) -0,9531 2,679547  -0,7114 0,508630
X1.X2 -1,8244 3,410968 -1,1617 0,297803

R2=0,993
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A Tabela 17 mostra os coeficientes de regressao das varidveis e interagdes com niveis
de significancia (p) menores que 10% para a resposta remo¢do de BB em TPH, apds a

eliminacéo de parametros ndo significativos.

Os parametros nao significativos que foram desprezados para o nivel de significancia
adotado foram os de termo quadratico das duas variaveis (temperatura e concentracdo de

biodiesel) e a interacdo entre as variaveis (temperatura e concentracao de biodiesel).

Tabela 17 - Regressdo multipla apenas com variaveis significativas para remocao de BB em
TPH no DCC 2.

Coeficiente de

Variaveis e interacoes R < Desvio t(8) p
egressao
Termo Independente 62,1455 0,881120 70,5302  0,000000
(X1) Temperatura (L) -249366  2,076820 -24,0142  0,000000
(X2) Concentracdo de Biodiesel (L) -149624  2,076820 -14,4090 0,000001
R2=0,99

A Equacdo 4.4 representa 0 modelo com as variaveis significativas codificadas para a

resposta remocédo de BB em TPH.
Remocdo de BB em TPH (%) = 62,14 — 24,94.X;— 14,96.X, (4.4)

O coeficiente de correlacdo (R?) obtido apés o ajuste foi de 0,99, indicando que os
resultados foram explicados pela equacdo empirica proposta com 99,0% da variabilidade dos
dados. Esses resultados indicam uma boa concordancia entre os valores experimentais e

previstos pelo modelo, expressos na Figura 27.
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Figura 27 - Valores preditos por valores experimentais para a regressao multipla com as variaveis
significativas do DCC 2 para a resposta remoc¢do de BB em TPH.
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Na Figura 28 observa-se que os erros de ajuste se mostram independentes e
normalmente distribuidos em torno da reta, o que indica normalidade para a resposta remog¢éo
de BB em TPH.

Como o modelo foi significativo, foi possivel construir as superficies de resposta e
definir regibes de interesse. As Figuras 29 e 30 ilustram, respectivamente, a superficie de
resposta e a curva de contorno em funcdo da Temperatura (X1) e Concentragdo de Biodiesel
(X2) para a remogéo de BB em TPH.
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Figura 28 - Distribuicdo dos residuos para a regressdo multipla com as varidveis significativas do DCC 2
para a resposta remogao de BB em TPH.

Nas Figuras 29 e 30 pode-se verificar que tanto a regido de alta concentracdo de
biodiesel bruto quanto de maiores temperaturas apresentam condi¢cdo de minima remocao de
BB em TPH. Na Figura 30, pode-se observar que a regido de otimizacao da temperatura foi de

26 — 30°C (regido em vermelho escuro).

Pode-se observar que a temperatura de 28°C se encontra dentro da regiéo de otimizacao
e nesta temperatura também foi verificada a melhor remocéo de BB em TPH, de acordo com a
Tabela 15.
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Figura 29 - Superficie de resposta para a resposta remogédo de BB em TPH em funcdo da temperatura e
da concentracdo de Biodiesel.
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Figura 30 - Curva de contorno para a resposta remog¢éo de BB em TPH em funcéo da temperatura e da
concentragdo de Biodiesel.

Na Figura 30 é importante salientar a influéncia da temperatura na remog¢édo de BB em
TPH, pois para valores abaixo de 35°C observa-se maior remocdo de BB em TPH, mesmo
quando as concentracdes de biodiesel sio maiores (préximos a 70.000 mg BB em TPH.kg™ de

solo). Para valores de temperatura superiores a 35°C, independente da concentracao inicial de
biodiesel ndo se encontram na regido de 6timo.

BARAHONA et al (2004) em seu estudo de bioestimulacdo de culturas autoctones
(nativas) para biorremediacdo de solos contaminados com biodiesel, com concentracgéo inicial
de biodiesel de 40.000 mg.kg™ de solo, observou uma remogéo de 67% de contaminantes em
109 dias de processo. Este autor empregou um planejamento fatorial de 2 niveis que avaliou a
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relacdo C:N, % de umidade (m/m), % de residuo de cultura e tipo de residuo de cultura, além do
controle de temperatura entre 20 e 25°C em microcosmos. No presente trabalho nas faixas de
estudo utilizadas por BARAHONA et al (2004) obteve-se valores superiores ou bem proximos
em 30 dias de processo, (100% de remogao para 30.000 mg BB em TPH.kg ™ de solo; 100, 60,
65 e 63,3% de remocéo para 50.000 mg BB em TPH.kg™” de solo), o que caracteriza como
essencial ao estudo além da manutencdo das condi¢es de trabalho, a escolha do processo

correto de biorremediacéo.

No DCC 1 (para reatores de bandeja) € possivel perceber que os valores de remocéo de
BB em TPH s&o maiores na maior parte dos casos quando comparados ao DCC 2 (para reatores
rotativos). Porém, vale ressaltar o fato de que nas condi¢cdes onde a temperatura de trabalho €
menor (Experimento 1, 2 e 5, com valores de temperatura de 30, 30 e 28°C, respectivamente) 0s
resultados do DCC 2 superam o anterior (DCC 1). O fato observado, sugere que pode estar
relacionado a disponibilidade (pelo efeito da mistura) dos contaminantes nos biorreatores
rotativos serem maiores no DCC 2, e 0s micro-organismos degradadores apesar do movimento
de rotacédo, ndo sentirem tanto as condic¢des de temperatura empregadas tendo assim uma maior
atividade metabdlica. Vale ressaltar que nestes experimentos a concentracdo de biodiesel
encontra-se nos 3 niveis estudados (+1) 70.000 mg BB em TPH.kg™ de solo (experimento 2),
(0) 50.000 mg BB em TPH.kg™ de solo (experimento 5) e (-1) 30.000 mg BB em TPH.kg™ de
solo (experimento 1). Este fato pode ser confirmado pelas equacgdes dos modelos apresentados,
no reator de bandeja o efeito da temperatura (X1) foi menor do que o efeito da concentracdo de
biodiesel (X;) (EQ. 4.2) e o contrario ocorreu para o reator rotativo (Eq.4.4), em ambos 0s casos

no sentido de menor concentracdo e menor temperatura.

Outro ponto importante quando comparados esses dois planejamentos, esta no fato de
quando o DCC 2 apresenta um ponto de maior remocao (43%), este ndo passa de 21% de
superioridade em relacdo ao mesmo experimento no DCC 1 (33,9%) (experimento 8),
enquanto no inverso, este valor passa de 50% de superioridade em remocdo de BB em TPH
(experimento 4). O ponto central, importante na analise de eficiéncia do processo, mostrou que
para 0 DCC 1 este apresentou, na média, 30% a mais de remocdo quando comparado ao DCC 2
(Média Ponto Central no DCC 1 foi de 90,2%, enquanto no DCC 2 foi de 62,77%). Em linhas
gerais pode-se afirmar que, para as faixas de variaveis estudadas, 0o DCC 1 apresenta melhores
resultados de remocdo de BB em TPH.
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A discussdo anterior mostra as vantagens da analise conjunta da influéncia das variaveis
utilizando o planejamento de experimento, além da escolha do tipo de processo correto para

ocorrer a biorremediacéo.

4.3.3.3 - 3° Planejamento: Relacdo C:N e Relacdo C:P em Reator Bandeja em Sistema Fechado

A Tabela 18 mostra os valores codificados e originais das variaveis de estudo e a
resposta remocéo de BB em TPH. Observa-se nesta Tabela que a remogéo de BB em TPH
variou de 25,0% (experimento 6) a 100% (experimentos 11). Verifica-se que 0s pontos centrais
apresentaram uma pequena variacao para a resposta, indicando uma boa repetibilidade do
processo. O resultado de remogéo de BB em TPH se mostrou promissor, principalmente para
relacdo C:N 100:10 e C:P 100:1, valores estes ja comuns na literatura (MOLINA-BARAHONA
et al, 2004; PALA, 2002) e onde foram encontradas as maiores remocdes de BB em TPH,

chegando a valor de remoc¢édo de BB em TPH de 100%.

Tabela 18 - Variaveis utilizadas no DCC 3 e sua resposta.

X1 X2
Experimento C:N C:P Remocéo de BB
(100:N) (100:P) em TPH (%)

1 5(-1) 0,5 (-1) 53

2 5 (-1) 1,5 (1) 43

3 15 (1) 0,5(-1) 46

4 15 (1) 1,5 (1) 32

5 3(-0) 1(0) 75

6 17 (o) 1 (0) 25

7 10 (0) 0,3 (- 0) 65

8 10 (0) 1,7 (o) 40

9(C) 10 (0) 1 (0) 95

10 (C) 10 (0) 1(0) 91

11 (C) 10 (0) 1(0) 100

MOREIRA et al (2011) avaliou a biodegradacédo de solo de manguezal em escala piloto
contaminado com uma concentracdo inicial de 33.200 mg.de TPH kg™ de solo, através da
fitorremediacdo utilizando a espécie Rizophora mangle L, as regando 2 vezes por semana
(manutencdo umidade). A remocéo obtida por este autor foi de 87% de TPH em 90 dias de
processo. Comparando os resultados deste autor € possivel averiguar que no presente trabalho
foram alcangados resultados semelhantes em maiores faixas de concentragdo (70.000 mg BB

em TPH.kg™ de solo) em tempos menores de processo (30 dias). Apesar de se tratar de tipos de
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solos diferentes, é possivel verificar que cada método utilizado esta intimamente ligado com a

concentragdo de contaminante e o tempo que foi requerido para realizar a biorremediag&o.

A Figura 31, mostra a diferenca na intensidade da coloracao entre o solo contaminado
inicialmente e apds a sua biorremediacdo do experimento 9, quando foi utilizado uma
concentragdo de biodiesel de 70.000 mg BB em TPH .kg™ de solo e ao final houve uma
remocdo de 95,0%. O biorreator da esquerda representa o solo inicialmente contaminado, o

biorreator da direita representa a aparéncia do solo descontaminado ao final do experimento.

Figura 31 — Foto ilustrativa do experimento 9, inicialmente e ao final do processo

A Tabela 19 mostra os coeficientes de regressdo das variaveis e interacbes com
parametros significativos e nédo significativos para a resposta remo¢édo de BB em TPH, bem

como os valores dos niveis de significancia relacionados aos mesmaos.
A partir desta analise foi obtida a Equacao 4.5:
Remocéo de BB em TPH (%) = 95,42 - 11,11.X; — 24,92.X,2-7,45.X, - 23,65.X2— 1.X;.X, (4.5)

Tabela 19 - Regressdo multipla para remog¢éo de BB em TPH no DCC 3.

Coeficiente

Variaveis e interagdes q « Desvio t(5) p
e Regressao

Termo Independente 95,4246 5,78887 16,48415  0,000015
(X1) Relagao C:N (L) -11,1111 7,12658  -3,11822  0,026305
Relacdo C:N (Q) -24,9225 8,55483  -5,82654  0,002104
(X2) Relagéo C:P (L) -7,4495 7,12658  -2,09062  0,090828
Relacdo C:P (Q) -23,6470 8,55483  -5,52834  0,002654
X1.X2 -1,0000 10,02798 -0,19944  0,849774

R2=0,928
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A Tabela 20 mostra os coeficientes de regressao das varidveis e interagdes com niveis
de significancia (p) menores que 10% para a resposta remo¢do de BB em TPH, apds a

eliminacéo de parametros ndo significativos.

O parametro nao significativo, que foi desprezado para o nivel de significancia adotado

foi apenas a interagdo entre as variaveis.

Tabela 20 - Regressdo multipla apenas com variaveis significativas para remogdo de BB em TPH no
DCC 3.

Coeficiente

Variaveis e interacdes q « Desvio t(6) p
e Regressao
Termo Independente 95,4246  5,305470 17,98608  0,000002
(X1) Relagdo C:N (L) -11,1111  6,531471 -3,40233  0,014454
Relacdo C:N (Q) -24,9225  7,840459 -6,35742  0,000710
(X2) Relacéo C:P (L) -7,4495 6,531471 -2,28111  0,062704
Relacdo C:P (Q) -23,6470  7,840459 -6,03205  0,000938

R2=0,928

A Equacao 4.6 representa 0 modelo com as variaveis significativas codificadas para a

resposta remocédo de BB em TPH.
Remocéo de BB em TPH (%) = 95,42 - 11,11.X; — 24,92.X,2—7,45.X, — 23,65.X2 (4.6)

Verifica-se na equacdo do modelo (Eqg. 4.6), que o maior efeito na remocdo de BB em
TPH foi a relagdo C:N, seguido da relacéo C:P. O coeficiente de correlacio (R?) obtido apés o
ajuste foi de 0,928, indicando que os resultados foram explicados pela equacdo empirica
proposta com 92,8% da variabilidade dos dados. Esses resultados indicam uma boa

concordancia entre os valores experimentais e previstos pelo modelo, expressos na Figura 32.
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Figura 32 - Valores preditos por valores experimentais para a regressao multipla com as variaveis
significativas do DCC 3 para a resposta remoc¢do de BB em TPH.

Na Figura 33 observa-se que os erros de ajustamento se mostram independentes e

normalmente distribuidos em torno da reta, o que indica normalidade para a resposta remocao

de BB em TPH.

Como o modelo foi significativo, foi possivel construir as superficies de resposta e

definir regides de interesse. A Figura 34 e 35 ilustram, respectivamente, a superficie de resposta

e a curva de contorno em func¢éo da relacdo C:N (X1) e relacdo C:P (X2) para a remocédo de BB

em TPH.
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Figura 33 - Distribuicédo dos residuos para a regressdo multipla com as variaveis significativas do DCC 3

para a resposta remocédo de BB em TPH.

Nas Figuras 34 e 35 pode-se verificar que a regido central é a que apresenta condicdo de

méaxima remocao de BB em TPH. Na Figura 35, pode-se observar que préximo relagcdo C:N —
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100:10 e relagdo C:P — 100:1 esta a regido com melhor remoc¢do de BB em TPH, fato este
evidenciado na Tabela 18.
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Figura 34 - Superficie de resposta para a resposta remog¢édo de BB em TPH em funcdo da temperatura e
da concentracao de Biodiesel.
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Figura 35 - Curva de contorno para a resposta remocéo de BB em TPH em funcéo da temperatura e da
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concentracdo de Biodiesel.

No DCC 3, um ponto importante a ser analisado, quando se trata do ponto central que
usa a relacdo C:N:P —100:10:1, que é a mesma utilizada nos outros planejamentos 1 e 2, houve
uma diferenca nos valores de remocdo de BB em TPH. Com a utilizacdo da corre¢do de
nutrientes semanalmente, no caso dos outros era feita a cada 15 dias, percebe-se que nas
mesmas condic¢des de temperatura (experimento 5) do DCC 1 a porcentagem de remoc¢éo de BB

em TPH foi a mesma, em torno de 90% de remoc&o, porém no caso do DCC 1 a concentracdo
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inicial de biodiesel era de 50.000 e na condicio de DCC 3 foi de 70.000 mg BB em TPH. kg™ de
solo.

4.3.4 Avaliacdo de Remocao de Biodiesel Bruto

Apbs os testes preliminares e planejamento composto central foi realizado o estudo da
avaliacdo da remocédo do BB em TPH e crescimento dos micro-organismos. Foram realizadas 2
avaliagcbes com temperatura, concentracéo inicial de biodiesel e relagdo C:N:P otimizadas.

Em todas as avalia¢Ges foi acompanhado o pH do solo e houve aera¢do com espatula de
aco a cada 2 dias. Semanalmente foram realizadas as analises de BB em TPH e quinzenalmente

as andlises de crescimento dos micro-organismos.

4.3.4.1 - 1° Avaliacio da Remocdo de BB em TPH: Avaliacdo da Temperatura Otimizada e

Temperatura Ambiente

Nas Figuras 36 e 37 sdo apresentadas a relacdo de decaimento da concentracdo de BB

em TPH ao longo do processo de biorremediacgdo e a porcentagem de remocéo.

E possivel observar pela Figura 36, que houve remogéo consideravel dos contaminantes
desde o inicio do processo, principalmente aqueles que estavam sob temperatura controlada. O
fato da utilizacdo e controle de condi¢bes otimizadas de temperatura (32+1°C) além do ajuste
de umidade semanalmente, contribuiu de maneira efetiva na obtencdo dos resultados

apresentados. Em apenas 21 dias de processo ja havia remocéo de valores proximos de 100%.
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Figura 36 - Decaimento da concentracdo de BB em TPH ao longo de 28 dias de processo.
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Figura 37 - Remog&o de BB em TPH ao longo de 28 dias de processo.

Pela Figura 38 é possivel afirmar que ndo houve morte dos micro-organismos ao longo
do processo de biorremediacao para todas as concentragdes elevadas testadas. 1sso sugere que
as condicdes empregadas (relagdo C:N:P — 100:10:1 otimizada corrigida semanalmente;
temperatura otimizada 32+1°C; umidade corrigida semanalmente, pH controlado) promoveram
o desenvolvimento e crescimento dos micro-organismos na ordem de 10 no caso do reator 3,

no qual empregou-se concentragao inicial de biodiesel de 50.000 mg BB em TPH.kg™ de solo.

10 ] Il Inicial
10 3 I 14 dias
] I 2: dias

UFC/ml
=
=]
|

R1/50000 R2/70000 R3/50000 R4/70000

Reator / Concentragao Inicial Biodiesel ;mgBB em TPH.L{g'1 soloy

Figura 38 - Crescimento celular em cada reator nas condi¢Ges estudadas no tempo Inicial, 14 e 28 dias.

Isto mostra a importancia da temperatura controlada bem como a umidificacdo do solo
em intervalos de tempo necessarios para o processo de biorremedia¢do. Quando comparado aos
reatores deixados a temperatura ambientes verifica-se que estes reatores demoraram 7 dias a

mais para chegar ao mesmo nivel de remocdo daqueles que estavam sob temperatura
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controlada. Em termos de porcentagem, esses valores chegam a 25% de tempo a menos quando

se manteve a temperatura sob controle, mostrando a eficiéncia do processo.

A otimizacdo, ajuste e controle da temperatura sdo essenciais no processo de
biorremediacdo, pois o controle desta variavel fez com que praticamente toda a carga
contaminante de BB presente no solo fosse extraida em um tempo considerado curto quando se
trata de processos bioldgicos de tratamento de solo (21 dias). Vale salientar, que mesmo com
pouco espaco de tempo, 0S micro-organismos apresentaram boa capacidade de remocéo,
mostrando-se bem adaptados e eficientes, como observado nas Figuras 37 e 38. Isto
provavelmente pode estar relacionado a estes micro-organismos ja estarem adaptados desde o

reator indculo.

4.3.4.2 - 2° Avaliacio da Remocédo de BB em TPH: Avaliacdo da Relacdo de Nutrientes

Otimizada

Nas Figuras 39 e 40 sdo apresentadas a relagéo de decaimento da concentragdo de BB
em TPH ao longo do processo de biorremediagdo e a porcentagem de remocdo para a

concentracdo de contaminante de 100.000 e 120.000 mg BB em TPH.kg ™ de solo.

E possivel observar pela Figura 40, que houve remocéo consideravel dos contaminantes
desde o inicio do processo, sendo observado maior decaimento entre o 7° e 21° dia. O fato da
utilizacdo e controle de condic¢des otimizadas de temperatura (32+1°C) e relacdo C:N:P —
100:10:1, além do ajuste de umidade semanalmente, contribuiu de maneira efetiva na obtencéo

dos resultados apresentados.
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Figura 39 - Decaimento da concentracdo de BB em TPH ao longo de 42 dias de processo.
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Pela Figura 41 é possivel afirmar que houve uma boa adaptacdo dos micro-organismos
as condicBes otimizadas, pois os valores foram aumentando substancialmente ao longo do
processo de biorremediacéo chegando a altos valores de concentra¢do de micro-organismos, na
ordem de 10" UFC/mL no caso do biorreator 1 com concentracéo inicial de biodiesel de
100.000 mg BB em TPH.kg™ de solo.
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R1/100000 R2/120000
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Figura 41 - Crescimento celular em cada reator nas condi¢des 100.000 e 120.000 mg BB em TPH.kg™ de

solo no tempo Inicial, 21 e 42 dias

Isto mostra a importancia da correcdo na relacdo C:N:P bem como a umidificacdo do
solo em intervalos de tempo necessarios para 0 processo de biorremediacdo. Alem disso, 0s
resultados sugerem que estes parametros otimizados foram responsaveis por promover maior

metabolizacdo dos contaminantes pelos micro-organismos e obter uma remocdo de
79



aproximadamente 100% ao final de 42 dias para concentracdes de contaminantes 100.000 e
120.000 mg BB em TPH.kg™ de solo, valores estes de contaminag&o consideraveis, mostrando

a eficiéncia do processo.

A otimizacdo, ajuste e controle da relacdo C:N:P, umidade e temperatura é essencial no
processo de biorremediacao, pois o controle destas trés varidveis simultaneamente fez com que
toda a carga contaminante em altas concentracdes de BB presentes no solo fosse consumida.
Vale salientar, que as quantidades utilizadas neste trabalho s@o superiores as encontradas na
literatura, mesmo com esta carga elevada 0os micro-organismos apresentaram capacidade de

remog&do, mostrando-se bem adaptados e eficientes.

Ao final destas duas avaliacfes é possivel afirmar que o trabalho atingiu um elevado
valor de remocédo de BB em TPH. Nestes casos em que tanto a temperatura quanto a relacéo de
nutrientes C:N:P foram selecionadas, as porcentagens de remocGes foram satisfatrias
atingindo todas acima de 90% de remocgdo de BB em TPH. No caso das concentracfes de
50.000 e 70.000 mg BB em TPH. kg™ de solo, este tempo foi de 21 dias, enquanto nas
concentracdes de 100.000 e 120.000 mg BB em TPH. kg™ de solo foi de 42 dias. Isso se
justifica pelo fato de em concentracdes maiores de contaminantes 0s micro-organismos
necessitam de um maior tempo de biodegradacdo, ja& que no ultimo caso os valores de

contaminag&o foram muito elevados.
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5. CONCLUSAO

O presente trabalho apresentou as seguintes conclusoes:

e A cultura mista isolada de local contaminado por derivados de petroleo foi capaz de se
adaptar em meio liquido quanto no solo de maneira eficiente e satisfatoria para a realizacdo do
trabalho.

e A relacdo de 25% de inoculo (m/m) para cada biorreator foi a condi¢do escolhida para
este trabalho devido a apresentar a melhor relacdo fracdo inicial de inoculo por eficiéncia de
remocdo de contaminante.

e Durante adaptacdo dos micro-organismos ao solo verificou-se, que a ndo correcao da
relacdo C:N:P (100:0,77:0,019) dificultava o processo de biorremediacéo.

e No DCC 1 (reatores de bandeja) os valores de remoc¢édo de BB foram maiores na maior
parte dos casos quando comparados ao DCC 2 (reatores rotativos), exceto nas menores
temperaturas (abaixo de 30°C).

e No DCC 3, 0 qual avaliava a relagdo C:N e C:P, no ponto central (relacdo C:N — 100:10
e C:P —100:1), que foi a mesma condicédo utilizada nos DCC 1 e 2, percebe-se uma mesma
porcentagem de remocdo mesmo em valores de contaminacao de biodiesel bruto superiores.

e A otimizacdo, ajuste e controle da temperatura foram importantes no processo de
biorremediacdo, pois o controle desta variavel (32+1°C) em conjunto com a correc¢do da relacao
C:N:P —100:10:1 (otimizada), umidade e pH controlado fez com que praticamente toda a carga
contaminante de BB presente no solo da Avaliacdo 1 fosse removida em um tempo considerado
curto (21 dias) quando comparado a outros tipos de processo de biorremediacéo.

¢ A cultura mista se mostrou eficiente mesmo em situa¢6es complexas de biodegradacao,
em termos de elevada concentracdo de contaminantes, pois no caso das concentracGes de
50.000 e 70.000 mg BB em TPH. kg™ de solo, no tempo de 21 dias, enquanto nas concentragdes
de 100.000 e 120.000 mg BB em TPH. kg™ de solo foi de 42 dias.

81



6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

As sugestdes para desenvolvimento de trabalhos futuros relacionados a biorremediacéo

de solo contaminado com biodiesel bruto (BB) séo:

e Desenvolver novos tipos de reatores bioldgicos para o processo de biorremediacao de
solos contaminados com biodiesel bruto;

¢ Realizar experimentos em escala piloto aplicando condicdes definidas;

e Avaliar diferentes configuracdes de chicanas, angulos de trabalhos de chicanas,
temperatura em reatores do tipo rotativo;

e Estudar componentes inertes que possam auxiliar na oxigenacdo do solo durante o

processo de biorremediagdo do mesmo.
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ANEXO I

Anexo A - Quantificacéo de Biodiesel Bruto por TPH (Total Hydrocarbon Petroleum)

Preparacdo da Amostra

Para a confeccdo da amostra foram utilizados os métodos EPA 418.1/413.2,
além do EPA 1664 Hexane Method modificados.

Pesou-se 2 g de solo em balanca semi-analitica;

Pipetou-se 10 mL de hexano que foi acrescentado ao béquer contendo a amostra

de solo na qual seria extraida a fase contendo BB

Agitou-se a amostra com hexano durante 15 minutos em agitador magnético e

apos este tempo deixou-se a amostra descansar para a separacao das fases;

Usando uma pipeta volumétrica (100 pL), retirou-se esta aliquota do

sobrenadante que foi levada até a cubeta;
Evaporou-se 0 hexano;

Colocou-se a cubeta no equipamento para fazer a leitura da absorbancia;

Equipamento

Total Hidrocarbon Analyzer Buck HC — 404;

Este equipamento realiza andlises de hidrocarbonetos - oléos e graxas totais, em

amostras de agua, solos, lamas e lodos completos. Atende aos métodos EPA 413.2/418.1,

utilizando solventes alternativos como: carbono, cloro de etileno e hexano. Utiliza um

comprimento de onda fixo & 2925 cm™ (3,42 micron) com uma banda passante de 30 cm™ (0,04

micron), fazendo leitura em transmiténcia, concentracao e absorbancia.

Anexo B - Quantificacdo de Biodiesel Bruto por cromatdgrafo — Quantidade e Teor dos Esteres

Preparacdo do Padrdo Interno

Pesou-se 500 mg de heptadecanoato de metila num baldo de 50 mL e

completou-se com heptano para obter solugéo de 10 mg / mL de concentracéo.

Preparacdo da Amostra
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Pesou-se 250 mg da amostra num frasco de 10 mL e adicionou-se 5 mL de

heptadecanoato de metila preparado no item anterior.

Equipamento

Cromatografo a gas GC-2010AF com injetor split / splitelss da Shimadzu e Autoinjetor

AOC-20i.

Coluna : Rtx-Wax( 30 m x 0,25 mm x 0.25um)

Condic¢es usadas na analise

Gaés de arraste: Helio;

Modo de controle de fluxo: Velocidade linear;
Modo de injecéo: Split;

Split ratio: 1:50;

Velocidade linear: 45 cm/s;

Temperatura do injetor e detector: 250°C;
Sampling rate: 40 ms;

Filter Time Const.: 200 ms;

Volume de injegdo: 1ul.

Programa de Temperatura do Forno

120°C (2min) - (10°C/min.) 180°C (3min) - (5°C/min) 230°C (2min)

Anexo C - Andlise de Nitrogénio Total — Método de Kjeldahl

Instrumentacdo

Balanga semianalitica;

Bureta;

Bloco digestor com controlador de temperatura;
Capela de exaustao;

Destilador de Nitrogénio Kjeldahl;

Reagentes / Solucdes
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e Acido bérico (HsBO3) 2% m/v contendo mistura de indicadores 1% v/v;
e Acido cloridrico (HCI) 0,01 mol L-1;

e Acido sulfarico (H,SO4) P.A.;

e Agua deionizada;

e Catalisador: sulfato de potassio (K,SO4) + sulfato de cobre pentaidratado
(CuS0O4.5H20), 10:1 em massa;

e Hidrdxido de sédio (NaOH) 50% m/v;

e Mistura de indicadores (verde de bromocresol 0,1%, hidréxido de sédio 0,12% e

vermelho de metila 0,05%).

Procedimento analitico

i) Preparou-se todos os reagentes e solucdes necessarios para a analise;
ii) Pesou-se 350 mg da amostra de solos para tubo de digestdo de 250 mL;

iii) Faz-se teste em branco (todas as solugdes, exceto a amostra) e amostra - controle

com teor de nitrogénio total certificado;
iv) Ligou-se bloco digestor em temperatura de 350°C;

v) Adicionou-se aproximadamente 1,0 g de catalisador e 15 mL de acido sulfurico e

agitou-se para melhor contato do acido com a amostra;

vi) Levou-se as amostras ao bloco digestor e deixou-se digerir por aproximadamente 1
hora a 350°C - (o final da digestdo é indicado pelo aparecimento da cor verde - azulada

(algumas amostras apresentam coloracdo amarelada) ou intensa formacéo de vapores brancos);

vii) ApoOs digestdo, esfriou-se e transferiu-se com agua deionizada, utilizando uma

pisseta e o0 bastdo de vidro, para volume final de 100 mL,;
viii) Homogeneizou-se. Aguardou-se a decantacao;
iX) Tomou-se uma aliquota de 25 mL e transferiu-se para o tubo de digestdo 250 mL;

X) Pipetou-se 10 mL de &cido borico 2% m/v contendo mistura de indicadores 1% v/v
para o bequer de 100 mL ou erlenmeyer de 125 mL;

xi) Acoplou-se 0 béquer e/ou o erlenmeyer na saida do destilador para receber o

destilado;
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xii) Acoplou-se o tubo de digestdo 250 mL no destilador;

xiii) Adicionou-se 30 mL de hidroxido de sédio 50% m/v no recipiente apropriado do

destilador, procedeu-se ao escoamento vagarosamente;
xiv) Destilou-se aproximadamente 60 mL;

xVv) Procedeu-se a titulagdo com &cido cloridrico 0,01 mol L-1 e anotou-se o volume. A

viragem foi de verde-claro para vinho-claro, conforme mostra a Figura 42.

Figura 42 — Ponto de viragem da analise de nitrogénio total conforme método de Kejldahl.

Para os célculos das concentracGes de nitrogénio total foi utilizada a formula a seguir:

(Vam — V) * C x 14,01 « 100%
1000 + M

%N =

Sendo:

VAm = volume de &cido gasto na titulacdo da amostra, em mL;

VBr = volume de acido gasto na titulacdo da prova em branco, em mL;
C = concentracao de &cido cloridrico titulante, em mol L-1;

M = massa de amostra usada, em g.

Anexo D - Analise de Fdsforo Disponivel

Instrumentacdo

e Balanca semianalitica;
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filtro;

Espectrofotdmetro;

Mesa agitadora;

Reagentes / Solucdes

Solucao extratora (H,SO4 0,025 N e HCI 0,05 N): medir 43 mL de HCl e 6,9 mL
de H2S0O4, ambos concentrados, diluindo em 10 litros com agua destilada e

homogeneizar bem;
Solucéo Concentrada de Molibdato:

Pesar 0,5 g de subcarbonato de bismuto, passar para baldo de 500 mL contendo
100 mL de 4gua destilada, adicionar 69 mL de H,SO,4 P.A. concentrado para
total dissolugéo do sal de bicarbonato e deixar esfriar;

Pesar 10 g de molibdato de amonio, passar para Becker contendo 80 mL de agua

destilada e aquecer levemente até completa dissolucdo e deixar esfriar;
Depois de frio, juntar A + B e completar o volume com &gua destilada;

Complexo B: pipetar 100 mL de solucéo concentrada de molibdato, passar para
baldo de 500 mL e adicionar 1 g de acido ascérbico recém-pesado, agitar,

homogeneizar e completar volume com agua destilada;
Acido ascorbico;

Acido sulfurico (H,SO4) P.A.;

Acido cloridrico (HCI) P.A;

Agua destilada;

Procedimento analitico

i) Preparar todos os reagentes e solucGes necessarios para a analise;

ii) Pesar 5 g da amostra de solo em copo plastico com tampa;

iii) Adicionar 50 mL de solugéo extratora (H,SO,4 0,025 N e HCI 0,05 N);

iv) Agitar 5 minutos em uma mesa agitadora a 220 rpm;

v) Deixar em repouso por aproximadamente 16 horas e/ou filtrar a amostra em papel

vi) Pipetar 5 mL do extrato em béquer plastico de 50 mL;
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vii) Adicionar 5 mL de solucdo de Complexo B;
viii) Deixar em repouso por 45 minutos;
ix) Fazer leitura em espectrofotdmetro a 660 nm;

X) Através de uma curva de calibracdo feita previamente, foi quantificada a

concentracéo de fosforo disponivel no solo.
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