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RESUMO

As atividades relacionadas a exploracao do petroleo vém trazendo grande preocupacgdo devido
aos riscos de derrames acidentais. O estudo do solo para avaliar sua capacidade corrosiva ¢
muito importante em func¢do do grande nimero de reservatorios e tubulagdes instaladas sob o
solo. Os acos carbono ASTM A36 sofrem uma grande deterioracdo, o que representa um real
problema para a economia € o meio ambiente ao passar dos anos. Estas deterioracdes sao
causadas por diversos fatores, como interagdes fisico-quimicas e microbioldgicas entre o aco
e 0 meio, alterando a composi¢do quimica e as propriedades do metal, podendo causar danos
como vazamento dos derivados de petroleo. Iniimeras pesquisas de remediacdo de areas
contaminadas por petréleo e derivados tém sido realizadas. Dentre as alternativas de
tratamento, a biorremediacdo surge como a menos agressiva e a mais adequada para
manuten¢do do equilibrio ecologico. O objetivo desta pesquisa foi investigar a biodegradacao
do o6leo Diesel S-10 em solo do Porto de Suape - PE, utilizando as técnicas de bioestimulo e
bioaumento, conferindo também os impactos da utilizagdo destas técnicas nas taxas de
corrosdo do aco carbono ASTM A36, durante 35 dias. Os experimentos foram conduzidos em
biorreatores e os corpos de provas foram previamente jateados, limpados e pesados. As
amostras de solo do Porto de Suape — PE, foram coletadas e analisadas (parametros fisico-
quimicos e microbiologicos). As andlises para quantificagdo dos microrganismos do solo
(bactérias heterotroficas aerobias e anaerdbias, hidrocarbonoclésticas e os fungos
filamentosos) foram realizadas durante todo o experimento. Também foram retirados cupons
para avaliagdo das taxas de corrosdo. Para quantificagdo de perda de massa. Concluiu-se que
as técnicas de bioestimulo e bioaumento utilizadas na pesquisa demonstraram aplicabilidade
nos solos do Porto de Suape - PE, no entanto fica a recomendagdo para serem utilizadas ex-
situ e ndo in-situ, pois foi constatado que a inser¢do de produtos quimicos, assim como o

aumento da concentragdo celular no solo, aumentou as taxas de corrosdao dos agos.

Palavras-chave: Biorremediacdo; Diesel S-10; Bioestimulo; Bioaumento; Taxas de corrosao;

Ago Carbono.



ABSTRACT

The activities related to oil exploration have brought great concern due to the risks of
accidental spills. The study of the soil to evaluate its corrosive capacity is very important due
to the large number of reservoirs and pipes installed under the soil. ASTM A36 carbon steels
suffer great deterioration, which represents a real problem for the economy and the
environment over the years. These deteriorations are caused by several factors, such as
physical-chemical and microbiological interactions between the steel and the environment,
changing the chemical composition and the properties of the metal, and can cause damage
such as leakage of petroleum products. Numerous researches on the remediation of areas
contaminated by oil and derivatives have been carried out. Among the treatment alternatives,
bioremediation emerges as the least aggressive and the most appropriate for maintaining
ecological balance. The objective of this research was to investigate the biodegradation of
S-10 Diesel oil in soil from the Port of Suape - PE, using the techniques of biostimulation and
bioenhancement, also checking the impacts of the use of these techniques in the corrosion
rates of ASTM A36 carbon steel, during 35 days. The experiments were conducted in
bioreactors and the specimens were previously blasted, cleaned, and weighed. The soil
samples from the Port of Suape - PE, were collected and analyzed (physicochemical and
microbiological parameters). The analyses for quantification of soil microorganisms (aerobic
and anaerobic heterotrophic bacteria, hydrocarbonoclastic and filamentous fungi) were
performed throughout the experiment. Coupons were also taken for evaluation of corrosion
rates. For quantification of mass loss. It was concluded that the techniques of biostimulation
and bioaugmentation used in the research demonstrated applicability in the soils of the Port of
Suape - PE, however, it is recommended to be used ex-situ and not in-situ, because it was
found that the insertion of chemicals, as well as increasing the cell concentration in the soil,

increased the corrosion rates of steels.

Keywords: Bioremediation; S-10 Diesel; Biostimulus; Bioenhancement; Corrosion rates;

Carbon Steel.
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1. INTRODUCAO

Atualmente os derivados de petroleo sdo uma das principais fontes de energia,
assim como uma das principais fontes de polui¢do mundial. Com o crescimento do uso de
automoveis das ultimas décadas, houve um aumento progressivo de postos revendedores e de
postos de abastecimento, o que aumentou o nimero de acidentes com derivados de petréleo.
No Brasil, os maiores responsaveis por esses acidentes sdo os postos de combustiveis devido a
vazamentos acidentais e os derrames em tanques de armazenagem, que em geral possuem
combustiveis e oleos lubrificantes (MONTAGNOLLI; BIDOIA, 2012). Com o passar dos
anos as preocupagdes com o meio ambiente se tornaram uma das questdes mais relevantes
para a sociedade, sendo alvo de debates, discussdes e pesquisas em todo o mundo, com o
objetivo de buscar formas de desenvolvimento mais sustentaveis ou técnicas de tratamento

que auxiliem na remogao ou reducdo de poluentes de areas contaminadas (CAMPOS, 2014).

A contaminagdo do solo por esses produtos retrata uma enorme ameaga a sua
qualidade e também a das 4guas subterraneas, uma vez que ambos estdo interligados. Esse
tipo de contamina¢do pode resultar de forma imediata, ou ndo, em graves danos a vida e a
saude da populacdo (FINOTTI, CAICEDO, 2001; GOUVEIA; NARDOCCI, 2007).
Acidentes ambientais com petroleo e derivados causam danos consideraveis ao meio
ambiente, assunto que tem gerado uma enorme preocupacdo publica, sendo necessario

solugdes rapidas e econdmicas.

Com o objetivo de reduzir essa problemadtica, inimeras pesquisas de remediagdo de
areas contaminadas por petrdleo e derivados tém sido realizadas. Dentre as alternativas de
tratamento, a biorremediagdo representa uma opcao menos agressiva € a mais adequada para
manuten¢do do equilibrio ecoldgico, por serem consideradas mais seguras, menos custosas,
menos agressivas ao meio ambiente e uma relativa simplicidade de execu¢do (MARCHAL et
al., 2003; MARIANO; BONOTTO; ANGELIS; PIROLLO; CONTIERO, 2008; BESKOSKI
et al.,, 2011; RODRIGUES et al., 2015; BALDAN et al., 2015; PACWA-PLOCINICZAK;
PLAZA; PIOTROWSKA-SEGET, 2016).

A biorremediagdo microbiana ¢ um tratamento que envolve um grupo de técnicas,
que ligadas a diferentes estratégias de tratamento, exploram a diversidade e a
multifuncionalidade metabdlica que os microrganismos possuem para transformar

contaminantes ambientais em produtos finais menos tdxicos ou inofensivos, os quais podem
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ser integrados aos ciclos biogeoquimicos (GAYLARDE; BELLINASO; MANFIO, 2005;
SEPULVEDA; TREJO, 2002).

Dentre as estratégias de biorremediacdo, o bioestimulo e o bioaumento t€m sido as
mais reportadas na literatura atual. O bioestimulo envolve a adigdo de agentes estimulantes a
atividade microbiana, como nutrientes e oxigénio, tornando o sistema a ser biorremediado,
mais adequado ao metabolismo dos microrganismos remediadores, € o bioaumento consiste
na inoculacao de culturas puras de microrganismos ou consorcios microbianos com potencial
para degradar o contaminante alvo (BENTO et al., 2005; DIAS, 2007; JACCQUES et al.,
2007).

As ligas metélicas sdo bastante utilizadas nos varios segmentos industriais. Um
desses segmentos sdo as petroquimicas, naval, industrias de petréleos, que por conta do
grande desgaste das ligas metélicas utilizadas, com o passar do tempo apresentam problemas
e ocasionam prejuizos. Por isso € importante o conhecimento do ambiente em que estes

materiais serdo utilizados, assim como a correta medida protetiva.

A corrosdo, processo onde ocorre a deterioracdo dos materiais metélicos, podem
ocorrer via mecanismos quimico ou eletroquimico, podendo estar associados, ou ndo, a
esforcos mecanicos (GENTIL, 2022). Na presen¢a de microrganismos, esse processo pode ser
ainda mais intensificado, por causa da agdo do metabolismo realizado na superficie do
material, como por exemplo, producdo de material polimérico extracelular, reducdo de ions
sulfato a sulfeto, variacdo do pH (em areas localizadas) dentre outros (VIDELA, 2003;
RAJASEKAR GANESH BABU; KARUTHA PANDIAN, 2007).

Outra alternativa sdo os acos carbonos, uma liga de ferro-carbono, que ¢ muito
utilizados na constru¢do de estruturas e também equipamentos, por causa da sua alta
resisténcia a impactos, ductilidade, facilidade de soldagem e ao seu custo relativamente baixo.
Na maioria das aplicagdes, o ago ¢ utilizado com prote¢do, por ser um metal que apresenta
uma baixa resisténcia a corrosdo. Contudo, o ago carbono ¢ susceptivel as corrosdes
eletroquimicas e microbioldgicas nos mais diversos meios aquosos. Apesar de ser resistente a
corrosdo, esse tipo de ago nado esta isento da corrosdo, principalmente quando o ion cloreto e
0s microrganismos estdo presentes no ambiente (VIDELA, 2003; NASCIMENTO, 2008).
Para que se possa minimizar, e at¢ mesmo evitar os efeitos de ions agressivos e a acdo dos
microrganismos, existem técnicas para monitoramento e controle da corrosdo, mesmo

mediada por microrganismos.
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Portanto, este trabalho teve por objetivo avaliar o processo de biorremediagao por
meio de bioestimulo e bioaumento com fungos na degradag¢ao dos hidrocarbonetos do solo do
Porto de Suape (PE), contaminado com Diesel S-10. Foram obtidos resultados do potencial
microbiano em degradar o contaminante no solo, por meio das taxas de biodegradacao do 6leo
Diesel S-10 durante 35 dias, via inferéncia do CO; produzido nos biorreatores. Além disso,
também foram quantificadas as concentragoes celulares das bactérias heterotroficas aerdbias e
anaerobias, as hidrocarbonocldasticas e os fungos filamentosos dos solos, assim como as taxas

de corrosao do ago-carbono nos diferentes biorreatores.

1.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi investigar a biodegradag¢ao do 6leo Diesel S-10 em
solo, utilizando as técnicas de bioestimulo e bioaumento e verificar os impactos da utiliza¢ao

destas técnicas nas taxas de corrosdao do ago carbono.

1.2  OBJETIVO ESPECIFICO

Amostragem e caracterizagdo do solo do Porto de SUAPE;

e Preparar indculos de fungos para o bioaumento nos solos do respirometro de
Bartha e biorreator utilizado;

e Preparar os respirdmetros de Bartha e os biorreatores para o estudo;

e Avaliar o potencial microbiano do solo com e sem contaminagdo do Diesel S-10,
através da quantificacdo das concentracdes celulares das bactérias heterotroficas
aerdbias e anaerodbias, as hidrocarbonoclasticas e os fungos filamentosos dos solos;

e Analisar as taxas de biodegradacao do 6leo Diesel S-10, através da inferéncia do
CO; produzido nas biodegradacdes dos solos nos respirdmetros de Bartha;

e Avaliar as taxas de corrosao dos ago-carbono no solo contaminado com Diesel S-
10, através da corre¢do de nutrientes ao solo e bioaumento com fungos, em relagdo
a um solo controle;

e Avaliar a aplicabilidade das técnicas de biorremediagdo na degradagdo dos

hidrocarbonetos do solo do Porto de Suape (PE), contaminado artificialmente com

Diesel S-10.



17

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1.  BIORREMEDIACAO

Entre as muitas técnicas para remediar os impactos provenientes da industria
petrolifera, tem-se a biorremediacdo, que ¢ o processo de descontaminacdo de areas
impactadas por poluentes, que se da por meio de microrganismos (fungos e bactérias) e/ou
plantas, a fitorremediagdo. Em geral, os microrganismos utilizados sdo bactérias, fungos
filamentosos e leveduras. O que ird determinar este processo sdo as caracteristicas quimicas e
fisicas do ambiente, assim como a composi¢do do contaminante, mas para se ter eficiéncia no
processo, alguns fatores como temperatura, presenga de oxigénio, nutrientes, e pH, tornam-se

condicionantes (BERGER, 2005; MUTECA, 2012).

Com relacdo aos locais de tratamento, pode ser in-situ (a mais empregada), ex-situ ou
as duas combinadas, porém independentemente do local de aplicacdo, a biorremediacao
tornou-se o aprimoramento da biodegradacdo, e os seus trés principais agentes desta
aceleracdo sdo o bioestimulo (acréscimo de nutrientes), o bioaumento (introducao de
microrganismos) ¢ a biorremediagdo intrinseca (atenuagdo natural/monitorada). Os processos
relacionados a biorremediacao podem ser classificados de acordo com o tratamento e a fase

empregada.

Seu principal objetivo ¢ a mineralizagdo completa dos contaminantes, ou seja,
transforma-los em produtos com pouca ou nenhuma toxicidade, como CO, e agua. Os
microrganismos metabolizam as substincias organicas, das quais se obtém nutrientes e
energia. Sendo que, para que isso ocorra, os microrganismos devem estar ativos para

desempenharem a sua tarefa de biodegradagao.

Este processo biotecnologico ¢ alternativa viavel para a descontaminagdao de
ambientes como aguas superficiais, subterraneas e em solos, além de efluentes e residuos
industriais em aterro ou areas de conten¢do. Além de ser uma alternativa eficaz para o
combate de ambientes contaminados com moléculas de dificil degradagdo denominadas

“recalcitrantes”, bem como também os metais toxicos.

Como vantagens tem-se o fato da remediag@o ocorrer in-situ, eliminando o transporte
de residuos perigosos e custos, os adicionais residuos orginicos perigosos podem ser

destruidos em vez de transferidos de uma fase para outra, os processos de biodegradagao
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enddgenos podem ser mais rapidos e mais baratos (no minimo dez vezes menos caro), o
disturbio ambiental e do solo ¢ minimo e além do fato de poder ser usado em conjunto com

outras tecnologias de tratamento (DECESARO, 2013).

Porém, como desvantagens tem-se o fato de que certos residuos, como metais
pesados, ndo sdo eliminados pelos processos biologicos (embora muitos metais possam ser
biorreduzidos ou bio-oxidados para menos toxicos e formas menos moéveis), pode requerer
monitoramento extensivo, o0s requisitos e eficiéncia de remocdo podem variar
consideravelmente de um local para outro, alguns contaminantes podem estar presentes em
altas concentragdes que inibem os microrganismos € a possibilidade de um risco para

acumulagdo de produtos téxicos da biodegradagido (DECESARO, 2013).

O bioaumento ¢ uma técnica que pode ser utilizada tanto in situ quanto ex situ, na
qual consiste na adicdo de microrganismos especificos das regides impactadas, sendo
adequadas as condigdes do ambiente em laboratorio. Garantindo dessa forma que o consorcio
adequado de microrganismos estara presente em tipo, nimero e compatibilidade suficientes, a
fim de metabolizar o poluente de forma eficaz (MARIANO; KATAOKA; ANGELIS;
BONOTTO, 2007; YAKUBU, 2007).

O bioestimulo também pode ser utilizado tanto in situ quanto ex situ, porém s6 ha
eficacia quando existem popula¢des microbianas degradadoras no contaminante (YAKUBU,
2007). Esta técnica realiza o estimulo microbiano nativo, otimizando suas condigdes de
crescimento por intermédio da adicdo de nutrientes organicos e inorganicos, regulacdo de pH,
temperatura e aeracdo (MARIANO; KATAOKA; ANGELIS; BONOTTO, 2007; YAKUBU,
2007).

2.2. BIOAUMENTO COM FUNGOS

O emprego dos fungos na remog¢do dos poluentes comecou a ser estudado nos
ultimos trinta anos do século XX. Eles estdo amplamente distribuidos na natureza, sao
encontrados na agua, no ar atmosférico, no solo, sobre os animais e vegetais Vivos
parasitando-os, na matéria organica em decomposicao, nos produtos alimenticios e produtos

industriais.

Sdo biodegradadores naturais, que encontram as substancias necessarias para o seu
desenvolvimento na natureza, principalmente, macromoléculas insoliiveis, que precisam ser

primeiramente degradadas em unidades monoméricas soluveis antes de sua assimilacao.



19

Polissacarideos, proteinas, acidos nucléicos, lignina, lipidios e outros compostos de
grande peso molecular, ou insoluveis, ndo podem ser incorporados diretamente sem antes
terem sido reduzidos. Os fungos absorvem nutrientes através da membrana plasmatica, como

compostos de baixo peso molecular dissolvidos em 4gua, o que justifica essa necessidade.

Os fungos também necessitam de duas classes de nutrientes de acordo com a
quantidade necessdria em suas dietas: os macronutrientes € os micronutrientes. Os
macronutrientes sao: carbono, hidrogénio, oxigénio, fosforo, potassio, nitrogénio, enxofre e
magnésio, dos quais o primeiro ¢ mais exigido, por ser um elemento estrutural, associado ao
hidrogénio, oxigénio e nitrogénio. Entre os micronutrientes, sdo citados: ferro, cobre,
manganés, zinco ¢ molibdénio (PUTZKE, 2002). Em geral, a necessidade de adicdo de

macroelementos como requisito nutricional para o crescimento de fungos em laboratério.

A adsorcao de nutrientes pelos fungos ¢ auxiliada por enzimas secretadas no meio,
que hidrolisam as moléculas organicas em por¢des menores e, consequentemente, podem ser
transportadas mais facilmente para dentro da célula. Todos os fungos sdo heterotroficos e
podem crescer no laboratério em uma mistura simples, contendo uma fonte de carbono
organico, geralmente um acgucar, uma fonte de nitrogénio inorganico ou organico e alguns

minerais.

Além das fontes de carbono e nitrogénio, o agar, por exemplo, permite aos fungos
filamentosos o desenvolvimento e o aumento do niimero de coldnias. O meio de cultivo mais
utilizado para os fungos ¢ o meio glicosado de Sabouraud, que possui uma concentracao
maior de agucar que o meio de cultivo para as bactérias (4%), e um pH de 5,6, caracteristicas

que dificultam o crescimento bacteriano.

2.3.  CONTAMINACAO E CORROSIVIDADE DO SOLO

E muito comum, e necessario, a utiliza¢io de estruturas de metal enterradas em solo,
como tubulagdes, tanques metalicos, dutos entre outros. Essas estruturas sdo projetadas para
uma longa vida util. O que faz com que a corrosdo provocada pelo solo em dutos enterrados
seja um assunto de grande interesse e importancia para diversos setores industriais, por conta

do elevado niimero de tubulacgdes e reservatorios instalados no solo.

A corrosdao pode ser definida como o processo de deterioracdo dos materiais,

principalmente os metalicos. Sua forma de ocorréncia ird depender de algumas varidveis, tais
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como o material, 0 meio corrosivo e as condi¢cdes operacionais do meio no qual o material

estd inserido (FRAUCHES-SANTOS et al., 2013; GENTIL, 2022; SILVA et al., 2015).

A ocorréncia de acidentes por vazamentos ou derramamentos de produtos quimicos
proximos a tanques enterrados ¢ um fator preocupante, j4 que causam polui¢do do solo,
gerando impactos negativos. Com relagdo a corrosdo, a adigdo de produtos quimicos ao solo
pode aumentar a sua agressividade, acelerando o processo de corrosdo em estruturas
enterradas e levando a possiveis vazamentos de produtos, agravando ainda mais o dano
ambiental (LOUREIRO; BRASIL; YOKOYAMA, 2007). Uma grande parcela dos custos
globais desses setores € a corrosdo pelo solo, justamente por conta da grande malha dutoviaria

existente. Por isso que tem sido cada vez mais importante os estudos nessa area.

O solo ¢ formado por uma mistura de compostos organicos e minerais, formada pela
acdo de agentes fisicos, quimicos e biologicos inicialmente sobre a rocha primaria
(LUCHESE; FAVERO; LENZI, 2002). Ele ¢ constituido pela matéria em suas trés fases
fundamentais: solida, liquida e gasosa. Na qual 45% correspondem a fase solida, que sdo
provenientes do intemperismo sofrido por rochas locais ou até mesmo mais distantes. A fase
gasosa corresponde a 25% da composi¢do do solo ¢ proveniente do ar existente na superficie,
acrescido de quantidades variadas de gases biodegradados de matéria organica, sendo mais
abundante o dioxido de carbono (biodegradacdo aerdbia) e outros como, o metano
(biodegradacao anaerdbia). Ja a fase liquida, que também corresponde a 25% da composigao,
proveniente de aguas de chuvas, orvalho sereno, neblina e degelo, que em solugdo contém
substancias originalmente presentes nas fases solidas e liquidas. Os outros 5% da composicao
do solo, referem-se a matéria organica, que sao folhas, frutos, galhos, ramos, resto de animais,
excrementos, entre outros residuos. A biodegradacdo da matéria organica ¢é responsavel pela
formacdo do humus, que geralmente, determina as propriedades fisicas e caracteristicas

agricolas do solo (SHUKLA, 2011).

Devido a sua complexidade, o solo merece um destaque ainda maior quando se fala
da corrosdo, por conta das suas variagdes na composicao, a riqueza de suas propriedades e o

fato de possuir interagdo com o meio ambiente. (LOUREIRO, 2007).

A presenga de contaminantes no solo causa a perda e danos de algumas ou vérias das
suas fungdes. Acima de determinados niveis, podem causar varias consequéncias negativas
nos organismos da cadeia alimentar e nos ecossistemas naturais. Uma das mais comuns fontes

de contaminagdo ¢ o vazamento de tanques reservatorios. O estudo do comportamento do solo
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¢ uma prévia determinagdo da acdo agressiva destes contaminantes, sendo possivel criar
mecanismos preventivos que visem minimizar ou até extinguir os possiveis danos a
constru¢do, evitando acidentes e desperdicios financeiros (GENTIL, 2022; NOBREGA et al.,
2003; SILVA; BRASIL, 2010).

Os ensaios de perda de massa de materiais metélicos, por exemplo, ¢ um dos método
para determinagdo da corrosividade de solos, sua desvantagem ¢ exigir longos periodos, pois
uma de suas variaveis € o tempo, sendo pouco compativel com os projetos da engenharia. Por
isso existe uma série de parametros para avaliacdo da corrosividade do solo, que sao baseados
nas propriedades fisico-quimicas, bioldgicas e um niimero determinado de varidveis que ao
serem avaliadas em conjunto, sdo capazes de determinar o nivel de corrosividade global do

solo (SILVA; BRASIL, 2010).

2.4. PETROLEO E SEUS CONTAMINANTES

O petréleo ¢ formado a partir de uma mistura complexa de varios compostos, na qual
os hidrocarbonetos representam a maior parte. De acordo com a sua origem de formagao,
existirdo mudangas de composi¢do quimicas e propriedades fisicas, que variam de um campo
petrolifero para outro. Por isso, o tratamento de areas contaminadas por essas substancias
acaba se tornando complexo, devido a sua diversificada da composicido (ANDRADE;
AUGUSTO; JARDIM, 2010). No geral, a composicao ¢ de: 11-14% de hidrogénio, 83-87%
de carbono, 0,006-8% de enxofre, 0,11-1,7% de nitrogénio, 0,1-2% de oxigénio e até 0,3% de
metais (THOMAS, 2004). A elevada porcentagem de hidrogénio e carbono na composi¢ao do

petroleo cru tipico, demonstra que os seus principais constituintes sdo os hidrocarbonetos.

Em solos contaminados por petroleo e seus derivados, o benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xilenos conhecidos como hidrocarbonetos monoaromaticos, se destacam
negativamente no Brasil e no mundo por serem toxicos tanto para o meio ambiente como ao
ser humano (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2010). A maior parte dos compostos de
petroleo ¢ suscetivel a biodegradacdo, porém trata-se de um processo lento, quando feito de
forma natural, sem a utilizagdo de bioaumento e bioestimulo, podendo levar décadas até a

total descontaminagdo do ambiente.

O petroleo pde em risco todo o ecossistema ao seu redor, pois ¢ uma substancia
toxica. A falha na exploragdo e na explotacdo de petréleo sdo um dos principais causadores

dos impactos ambientais, causando acidentes e vazamentos que podem contaminar todo
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ecossistema presente (SANTOS, 2012). Este efeito nocivo ao meio ambiente pode se
apresentar de varias maneiras: derramamento de 6leo ocasionado por vazamento, ocasionando
desastres ecologicos como, poluicdo ambiental; degradagdo ambiental; destrui¢do da fauna e
da flora. A comercializacdo da gasolina, por exemplo, tem como consequéncias negativas, a

possibilidade de derramamento nos solos € em aguas regionais.

2.5. DIESEL

Depois da producao de automoveis a motor de combustdo em longa escala, as
industrias petroquimicas alcangarem o auge nos séculos XX e XXI, por conta dos avangos
tecnologicos e as inovagdes industriais proporcionados pelos combustiveis fosseis. Com o
desenvolvimento do motor de combustdo interna e o sistema de inje¢do direta de combustivel,
houve a larga producdo de um dos subprodutos da destilagao do petroleo, o diesel (SOUZA,
2008).

O diesel ¢ caracterizado quimicamente por fragdes leves de querosene e naftas (5% a
10% da concentragdo) e fragdes mais pesadas, como Oleo leve, que sdo obtidos apds o
craqueamento catalitico do petréleo (temperatura de destilagdo entre 160 e 380 °C). Além da
mistura complexa de n-parafinas, cicloalcanos, parafinas ramificadas, aromaticos mono e
polinucleados, o diesel ¢ completado com aditivos anticorrosivos, antiespumantes,
desativadores de metais, dissipadores de cargas elétricas, detergentes, desemulsificantes,
antioxidantes, melhoradores de lubricidade, dispersantes, escoamento e cetano (LAURO, 2006;

SOUZA, 2008).

De acordo com a Resolugdo ANP n°. 65/2011 (BRASIL, 2011), o diesel rodoviario no

Brasil € classificado da seguinte forma:

a) Oleo diesel tipo A: combustivel proveniente de processos de refino de petroleo, centrais

de matérias-primas petroquimica ou autorizadas, sem adi¢ao de biodiesel,
b) Oleo diesel tipo B: é o 6leo diesel tipo A com adigdo de biodiesel.

Estes tipos de diesel sdo subclassificados de acordo com seu teor de enxoftre, seguindo
a nomenclatura adotada pela Resolugao ANP n°. 65/2011 (BRASIL, 2011) valida a partir do
dia 1° de janeiro de 2012:

a) Oleo diesel A S10 ¢ B S10: contendo no méaximo 10 mg.kg" de enxofre;
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b) Oleo diesel A S50 e B S50: contendo no maximo 50 10 mg.kg™' de enxofre;
¢) Oleo diesel A S500 e B S500: contendo no maximo 500 10 mg.kg™' de enxofre;
d) Oleo diesel A S1800 ¢ B S1800: contendo no maximo 1800 10 mg.kg" de enxofre.

A combustdo do 6leo diesel libera para o meio ambiente gases poluidores e causadores
do efeito estufa. Além disso, as suas impurezas, como o enxofre, formam 6xidos de enxofre
que sdo lancados na atmosfera e reagem com a agua, formando a chamada chuva acida. A fim
de diminuir esses impactos ambientais causados pela utilizagdo do oleo diesel como
combustivel, no ano de 2004, o governo brasileiro instituiu o Programa de Producao e Uso de
Biodiesel (PNPB), que tornou obrigatdria a adi¢do de 2% de biodiesel, o chamado B2, ao diesel
de petrdleo a partir de 2008. Esse percentual aumentou para 5% (B5), e ha metas para aumenta-

lo gradativamente até atingir 20%.

A substitui¢cdo do diesel S1800 pelo S500 foi iniciada em 2012, ficando vedado o
comércio do primeiro a partir de 2014. Em relacdo aos diesel com menores concentragdes de
enxofre, o periodo de adaptacdo para o S50 ocorreu em 2012 e que esta sendo substituido
totalmente pelo diesel S10 até o fim de 2013. Esta alteracdo de concentragdo de enxofre no
diesel foi feita visando reduzir a polui¢do do ar nos centros urbanos. Porém, vale salientar que
apesar de benéfico a saude e ao meio ambiente, a reducdo de enxofre diminui a lubricidade do
combustivel, acarretando problemas de desgaste em algumas partes do motor e sua estabilidade

a oxidacdo, ja que alguns compostos sulfurados funcionam como lubrificante e antioxidante

inerentes do diesel (SOARES, 2002; KARAVALAKIS et al., 2010).

2.6. CARACTERIZACAO SO SOLO

A caracterizag@o do solo ¢ realizada por meio das analises de umidade (EMBRAPA,
2017), curva de neutralizagdo do solo (ABNT-NBR-14283:1999), capacidade de retencao de
agua no solo (LUCHESE, 2002), pH (LUCHESE, 2002), carbono organico total, densidade de
particulas (EMBRAPA, 1997), densidade aparente (EMBRAPA, 1997), porosidade
(EMBRAPA, 1997) e 6leos e graxas (STANDARD, 1999).

2.6.1. Umidade

O teor de umidade na amostra ¢ dado pela seguinte expressao:



Pu—Ps
==X
Pu

100

Onde:

W, = Teor de agua na amostra imida, em percentagem em peso;

P. = Peso da amostra de TFSA timido;

P = Peso da amostra seca.

2.6.2. Capacidade de retencio

A capacidade de retengdo de 4gua na amostra ¢ dada pela seguinte expressao:

Capacidade de retencao agua (Cr %) = Vi - V¢

Onde:
V; = Volume incial;

V¢ = Volume final.

2.6.3. Densidade de particulas

A densidade de particulas ¢ dada pela Equagéo 4:
Vs=Vg-Vj
Onde:
V, = volume do solo (cm’);
Ve =volume do baldo (ml);

Va= volume do alcool etilico (ml)

Onde:
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D, = densidade da particula;
M = massa de solo;

V, = volume do solo.

2.6.4. Densidade aparente

A densidade aparente ¢ dada pela equagdo abaixo:

b, B=A 5)

Onde:
Dy = densidade aparente (g.cm™);
A = peso da proveta (g);

B = peso da proveta + solo (g).

2.6.5. Porosidade

A porosidade ¢ a razdo entre o volume ocupado pelos poros € o volume aparente do
solo. Para efetuar o calculo da porosidade, utiliza-se os dados obtidos nos célculos da
densidade de particula (D,) e o da densidade aparente (D4) devem ser utilizados, conforme a

equagdo abaixo:

(Dp=DAJ 1q0 (6)

P (%) =

Onde:
P = porosidade (%);
D, = densidade da particula;

D4 = densidade aparente
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2.6.6. Oleos e graxas

Os 0leos e graxas sao obtidos pela equagdo abaixo:

(P1—P2] (7)

0&G = (*).1000
m

Onde:

P; = massa do baldo + 6leo extraido (g);
P, = massa do baldo vazio (g);

m = massa do solo utilizada (g);

O&G = teor de dleos e graxas no solo (g.g™).

2.7.Determinacio da biodegradacao pelo método respirométrico

A determinacdo da biodegradacdo da matéria organica contida em residuos a serem
tratados em solo ¢ possivel através do método respirométrico de Bartha, por meio da
quantificacdo da producdo de géas carbonico (CO,), em condigdes padronizadas, pelos

microrganismos do solo.

Através desse método € possivel avaliar a tratabilidade de residuos em solo, assim
como compreender as condi¢cdes de manejo de sistema de tratamento de residuos em solo em
escala piloto: a taxa de aplicacdo, as condicdes ideais de umidade, a necessidade de correcao
do pH do solo e balanceamento de nutrientes, além das praticas que promovam a mistura do
residuo ao solo, de uma maneira que torne possivel a manuten¢do de condi¢des aerdbias

necessarias a degradacdo (ABNT-NBR-14283:1999).

Para a aplicagdao deste método, ¢ muito importante seguir a sequéncia: preparacao da
mistura solo-residuo, o balanceamento dos nutrientes no solo, o ajuste da umidade do solo, a

montagem dos respirdmetros.



27

3. METODOLOGIA

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Materiais Compositos,
Biocorrosdao e Corrosdo (CompoLab-LBC), no Instituto de Petrdleo e Energia (LITPEG), da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), situado na cidade de Recife — PE.

Os experimentos foram divididos em 5 etapas: 1) amostragem e caracterizagdo dos solos;
2) preparo do bioaumento; 3) montagem dos respirometros de Bartha e biorreatores; 4) analise

microbiologica dos solos; 5) analise da taxa de corrosdo do solo com bioaumento com fungo.

3.1.  COLETA E PREPARO DO SOLO

O solo do Porto de Suape foi coletado no Complexo Portuario, localizado no
municipio de Ipojuca (PE). A coleta foi feita conforme ABNT-NBR-14283:1999. A érea de
estudo correspondia a aproximadamente de 400 m*. Foram coletadas 5 amostras em diferentes
regides, com o auxilio de um cavador de solo, em uma profundidade de 15 cm e armazenadas

em um recipiente limpo, conforme Figura 1.

Figura 1 - Coleta do solo do Complexo de Suape

Fonte: Autora (2023).

As amostras individuais foram bem misturadas e o solo homogeneizado foi espalhado

em mesa de laboratdrio, conforme Figura 2, em temperatura ambiente por 4 dias.
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Figura 2 - Amostra de solo dispersa em bancada

Fonte: Autora (2023).

Ap6s os 4 dias o solo foi peneirado em malha 2,0 mm (ABNT-NBR-14283:1999),
conforme Figura 3. Em seguida, o solo foi armazenado em uma caixa de plastico com tampa,
em temperatura ambiente, até a realizacdo dos experimentos. O solo assim peneirado foi

chamado de Terra Fina Seca ao Ar (TFSA)

Figura 3 - Peneiramento do solo em malha 2,0 mm

Fonte: Autora (2023).

3.2. ANALISES DE CARACTERIZACAO DO SOLO

Depois da homogeneizagdo, separou-se uma quantidade de aproximadamente 500g
para as andlises de caracterizagdo do solo, que constituiram em andlises de granulometria,

umidade, curva de neutralizacdo do solo, capacidade de retengdo de agua no solo, pH,
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carbono organico total, densidade de particulas, densidade aparente, porosidade e 6leo e

graxas residuais.

3.2.1. Analise da granulometria

As andlises da granulometria e classificagdo do solo foram feitas segundo a

metodologia proposta pela EMBRAPA.

3.2.2. Analise de umidade

A andlise de umidade foi realizada calculando-se a umidade por meio da diferenga

gravimétrica apos secagem da amostra do solo (EMBRAPA, 2017).

Pesou-se 10g de TFSA, ao centésimo de grama (Pu), em placa de Petri. Em seguida
secou-se em estufa a 105°C durante 24h, retirando para resfriar em dessecador, durante 3
horas. Na sequéncia, pesou-se e repetiu a operagdo de secagem em estufa a 105°C, durante

1h. Repetiu-se as etapas de secagem e pesagem até a obten¢do de peso constante (Ps).

3.2.3. Analise de curva de neutraliza¢ao

A curva de neutralizagdo foi realizada conforme adaptacdo da ABNT-NBR-
14283:1999, em que a menor massa de CaCO: foi adicionada, o suficiente para elevar o pH do

soloa 7.

Pesou-se 10 + 0,1 g da amostra para cada ponto de curva de neutralizagao.
Adicionou-se 50 mg, 100 mg, 150 mg, 300 mg e 500 mg de carbonato de calcio (CaCOs).
Misturou-se bem, cobriu-se para que as amostras ndo ressecassem. Apds 1 semana de

repouso, o pH foi medido.

3.2.4. Analise de capacidade de retencao de agua no solo

A andlise de capacidade de retencdo foi realizada sobre um papel filtro em funil de
vidro, onde foram pesados 100 g de TSFA, dispostos sobre uma proveta graduada de 100 ml,
em triplicata, conforme Figura 4. Verteu-se 100 ml de dgua destilada sobre a amostra de solo,
de forma que a 4gua percolada alcangasse a proveta, por 24 horas, pesando-se o percolado no

final (LIMA, 2004; CIANNELA, 2010).
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Figura 4 - Anélise da capacidade de retengdo de agua

v

1 2 L;s
o — -

Fonte: Autora (2023).

3.2.5. Analise do pH

A andlise do pH foi realizada conforme ABNT-NBR-14283:1999. Na qual foram
pesados 10 g de TFSA, juntamente com 25 ml de dgua destilada, deixando a mistura sob
agitacdo por 15 minutos. Apds descansar por 1 hora, foram medidos o pH das amostras,

realizadas em triplicata.

3.2.6. Analise do carbono organico total

A andlise de carbono organico total foi realizada utilizando-se o método da mufla,
com incineragdo do carbono organico da amostra de solo (GOLDIN, 1987) e a de dleo e

graxas residuais foi realizada pela metodologia 5520 D e E (CONAMA N°393/07).

3.2.7. Analise da densidade de particulas

A andlise da densidade de particulas foi realizada em um baldo volumétrico de 50 ml,
na qual transferiu-se 20,0 g de TSFA, previamente seca em estufa a 105°C por
24h. Adicionou-se o volume de alcool etilico P.A. até atingir a afericdo do frasco e anotou-se

o volume gasto (EMBRAPA, 1997).

3.2.8. Analise da densidade aparente

A analise da densidade aparente foi realizada pesando-se uma proveta de 10 ml e, na
sequéncia adicionou-se solo até atingir o nivel de aferimento. Pesou-se a proveta contendo a

amostra de solo (EMBRAPA, 1997).
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3.2.9. Analise da porosidade

A porosidade ¢ a razdo entre o volume ocupado pelos poros € o volume aparente do
solo. Para efetuar o calculo da porosidade, utilizou-se os dados obtidos nos calculos da

densidade de particula (D,) e o da densidade aparente (Ds) (EMBRAPA, 1997).

3.2.10. Analise de 6leos e graxas

Pesou-se 5 g de TSFA e transferiu-se para cartuchos especificos para extracdo. As
amostras foram levadas ao extrator Soxhlet a 80°C, reciculada com velocidade de 3
ciclos.min™, durante 4 horas, utilizando-se como solventes a acetona e o hexano (1:1). Apos a

evaporacao dos solventes, calculou-se o teor de oleos e graxas (SECLKER, 2004).

3.2.11. Analises microbiolégicas

Foram realizadas caracterizagdes das concentracdes microbioldgicas iniciais no solo,
antes dos processos de esterilizagdo e bioaumento com fungos, que se denominou solo
controle. Pesou-se 500 g de solo e retirou-se amostras com o objetivo de analisar o solo sem
correcao de nutirentes e sem contaminacao de Diesel-S10, solo controle. Foram feitas as
analises de Bactérias heterotroficas aerobias (BHA) pelo método de numero mais provavel
(NMP) em caldo nutriente, bactérias heterotroficas anaerdbias (BHAn) pelo método de NMP
em meio tioglicolato, fungos pelo método pour-plate em meio Sabouraud e as

hidrocarbonoclasticas em meio Bushnell- Hass (BH).

No solo que passou por esterilizagdo, pesou-se 500 g de solo e transferiu-se para um
saco plastico aultoclavavel, o qual foi esterilizado a 121°C por 30 minutos, dois dias seguidos.
Apo6s o processo, amostras de solo foram retiradas para conferéncia da esterilidade através de
quantificagdes de microrganismos, bactérias aerdbias e fungos, nos meios de Plate Count

Agar (PCA) e Sabouraud, respectivamente.

3.3. ISOLAMENTO DO FUNGO USADO PARA BIOAUMENTO

Foi isolado uma coldnia de fungo, que havia crescido em meio BH para crescimento
de bactérias hidrocarbonoclasticas. O crescimento de fungo no meio BH nao era esperado, por
ser um meio adequado para o crescimento de bactérias. Essa colonia foi repicada em meio

Sabouraud e novo meio BH. O fungo cresceu nos dois meios (Figuras 5a e 5b). Os meios,
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com os respectivos fungos foram separados para serem analisados por microscopia Optica,

cultivo in vivo em camara umida.

Figura 5 - Crescimento das colonias de fungos: A. em meio Sabouraud; B. em meio BH

Fonte: Autora (2023).

3.4. PREPARO DO INOCULO DE FUNGOS

O indculo do fungo foi preparado a partir da cultura do fungo isolada do meio BH,
com Diesel S-10 como tnica fonte de carbono. Foram feitos repiques das colonias para varios
tubos com 10 ml de meio BH e colocados para crescer em shaker a 150 rpm, 30°C por 72h.
Dessas culturas, foram repassados 10 ml para 90 ml de meio novo BH e 10 ml para 90 ml de
meio Sabouraud, apds 24h nas mesmas condigdes, escolheu-se o melhor indculo, para fazer a

centrifugacdo das células.

As culturas que apresentaram crescimento abundante no meio Sabouraud foram
escolhidas para serem centrifugadas a 5.000 rpm duas vezes, ressuspendendo as células em
agua destilada estéril. As células em agua estéril foram separadas para fazer as inoculagdes
(Figura 6a), de acordo com o teor de umidade permitido, nos respirdbmetro de Bartha e

biorreator.

Da suspensdo celular (concentragdo 10°) foram realizadas varias dilui¢des, até a
diluicdo 107. De cada diluigdo foi realizada uma quantifica¢do celular, por contagem das

Unidades Formadoras de Colonia (UFC), utilizando meio Sabouraud e a técnica pour-plate.
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Figura 6 - A. Indculo preparado; B. Células do indculo inicial de fungos

Fonte: Autora (2023).

3.5.  PREPARO DOS SISTEMAS

Para os ensaios de biodegradacao, foram montados dois recipientes diferentes para os
biorreatores e trés sistemas diferentes para os respirdmetros, contendo cinco grupos

experimentais de solo da seguinte forma:

e Solo com menor concentracgao celular, que foi esterilizado em autoclave a 121°C, 1
atm, por 30 minutos, em dois dias seguidos. Sistema que visou apresentar um solo

estéril com contaminacao do Diesel S-10 e corre¢dao de agua e nutrientes;

Ap0s esterilizagdo, o solo foi armazenado no biorreator e respirometro de Bartha

previamente desinfectados com peroxido de hidrogénio a 100 ppm.

e Solo com fungos, sistema contendo solo contaminado com Diesel S-10, tendo sido
feita a corre¢do de agua, corre¢do de nutrientes e foi adicionado o bioaumento com

fungos.

3.5.1. Respirometros

Para cada respirOmetro, pesou-se 46,53 g de solo com umidade residual conhecida.
Pesou-se 2,201 g de diesel, referente a massa presente de carbono. Misturou-se o solo e o
diesel, tornando a mistura bem homogénea. Com base no conteudo de carbono do residuo,
foram adicionados 0,6123 g de nitrogénio, através da adi¢ao do nitrato de amonio (NH4NO;) e

0,1220 g de fosforo, através da adigdo de K,HPO,, de modo a atingingir a seguinte relagio:
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(C: N: P) = (100: 10: 1). Esses nutrientes foram dissolvidos na agua a ser adicionada para

corre¢do da capacidade de campo.

A partir da umidade residual, adicionou-se 3,47 g de 4gua, referente a quantidade de
agua necessaria para que cada respirometro operasse com umidade do solo entre 50% e 70%
da capacidade de campo (ABNT-NBR-14283:1999). Para os respirdmetros com bioaumento
com fungos, adicionou-se 1,47 g de 4gua e 2 ml do indculo de fungos, a uma concentracao de

9,32 x10* UFC/mL.

Foram trés tipos de sistemas de respirdmetros, cada tipo feito em triplicatas,

totalizando nove respirdmetros (Figura 7), da seguinte forma:
e Branco, contendo apenas a solu¢do de KOH 0,2 N;

e Solo com menor concentracio celular, contendo solo que passou por processo de
esterilizacdo, tendo sido feita a corre¢do de agua e com a adicdo do contaminante

Diesel S-10;

e Fungos filamentosos, sistema contendo solo contaminado com Diesel S-10, tendo
sido feita a correcdo de 4gua, correcdo de nutrientes e foi adicionado o bioaumento

com fungos.

Adicionou-se os solos nos devidos sistemas ¢ nos bragos laterais, foi adicionado 10 ml

de KOH, para posteriores leituras pelo método condutimétrico(DM-32 da Digimed).

Figura 7 - Sistema de respirdmetros, na sequéncia: branco, solo estéril e bioaumento com fungos

Fonte: Autora (2023).
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Este trabalho foi uma continuidade do experimento do grupo de pesquisa do
CompoLab, no qual no experimento anterior foi feito a andlise do mesmo solo, sem
contaminacdo com diesel, sem o bioaumento com fungos e sem a corre¢do de nutrientes, para
a andlise da biodegrada¢do do CO, pelo Respirdmetro de Bartha. Os resultados, apresentados
no Apéndice A, foram utilizados com o objetivo de comparar com os solos com bioestimulo e
bioaumento, que foram acrescentados no presente trabalho. Para os calculos da biodegradacao
do CO, pelo Respirometro de Bartha, foi utilizada a curva de calibragdo apresentada no

Apéndice B.

3.5.2. Biorreatores

Os biorreatores foram bandejas ndo metdlicas de policloreto de vinila (PVC) com

dimensoes de 55 cm x 42 cm x 13 cm, com capacidade de 21 L, conforme Figura 8.

Pesou-se 4713,5 g de solo com umidade residual conhecida. Pesou-se 223 g de diesel,
referente a massa presente de carbono. Misturou-se o solo e o diesel, tornando-o a mistura
bem homogénea. Com base no contetido de carbono do residuo, foram adicionados 62,037 g
de nitrogénio, através da adi¢do do nitrato de amonio (NH4NOs) e 12,361 g de fosforo, através
da adicao de K;HPO4, de modo a atingindo a seguinte relagdo: (C: N: P) = (100: 10: 1). Esses

nutrientes foram dissolvidos na dgua a ser adicionada para corre¢do da capacidade de campo.

Em cada biorreator, a partir da umidade residual, adicionou-se 286,5 g de agua,
quantidade de dgua necessaria para que cada sistema operasse com umidade do solo entre
50% e 70% da capacidade de campo (ABNT-NBR-14283:1999). Para o biorreator com
bioaumento com fungos, adicionou-se 266,5 g de agua ¢ 20 ml do indculo de fungos a uma

concentragdo de 9,32 x10® UFC/ml.
As montagens dos biorreatores foram feitas da seguinte forma, um biorreator para:

e Solo com menor concentragdo celular, contendo solo que passou por processo de
esterilizacdo, tendo sido feita a corre¢do de agua e com a adicdo do contaminante

Diesel S-10;

e Fungos, sistema contendo solo contaminado com Diesel S-10, tendo sido feita a

correcdo de dgua, corre¢do de nutrientes e foi adicionado o bioaumento com fungos.
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Figura 8 - Biorreator

Fonte: Autora (2023).

3.6. ANALISES MICROBIOLOGICAS DOS SISTEMAS

A quantificacdo microbioldgica foi realizada por meio da inoculacdo do solo nos

tempos de 7, 14, 21, 28, 35 dias.

3.6.1. Quantificacio das bactérias heterotroficas aerdobias

Em um Erlenmeyer de 250 ml estéril, pesou-se 10 g de solo contaminado e verteu-se
90ml de agua destilada estéril. Em seguida, transferiu-se, com pipeta estéril, Iml da suspensao
para um dos tubos de adgua estéril, agitando-se bem e deste tubo retirou-se 1ml e transferiu-se
para outro tubo com agua estéril e assim sucessivamente, sendo realizada uma série de

dilui¢des 1072, 107, 10%,10°,10°, 107, 10°*, conforme esquema da Figura 9.

Figura 9 - Esquema para isolamento de microrganismos
1% 1 ml/"\\' 1% i/ml/"\

10g O ml de dgua estéril

Solo 90 mL

“de dgua esteril

Fonte: Autora (2023).

Apos as diluigdes sucessivas, fez-se a distribui¢ao dos tubos de ensaio, transferindo-se

1 ml de cada diluigdo, para o tubo contendo 9 ml do meio. Apos inoculagdo, os tubos foram
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incubados em temperatura de 30 = 1°C. Apods 48 horas de incubagdo, foi realizada a

quantificacdo das bactérias pelo método NMP.

Figura 10 - Estante contendo os meios aerdbios em triplicata e a agua de diluigdo

' 0: Autora 0).
3.6.2. Quantificacdo das bactérias anaerébias (BHAn)

As BHAn foram quantificadas pela técnica do numero mais provavel (NMP),
utilizando-se frascos do tipo penicilina (volume de 10 ml), contendo 9,0 ml de meio

Tioglicolato, purgados com gés nitrogénio por 20 minutos, e 1,0 ml das respectivas diluicdes,

que variou de 10" a 10, com auxilio de seringas descartaveis.

Pesou-se 1 g do solo contaminado em vidro estéril, abriu-se um tubo contendo 9 ml
de solugdo redutora e fez-se a homogeneizacdo (10™). Dessa dilui¢do foi retirada o restante

das dilui¢des 102,107, 10%,107,10, 107, 10,

Ap6s inoculacdo, os frascos vedados com tampas de borracha e lacres de aluminio,
foram incubados em temperatura de 30 £ 1°C por 28 dias. Apods periodo de incubagdo,
realizou-se a verificagdo do crescimento dessas bactérias para posterior calculo do NMP/g,

conforme Figura 11.
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Figura 11 - Bandeja com os meios aerdbios em triplicata e a solugéo redutora

Fonte: Autora (2023).

3.6.3. Quantifica¢do dos fungos

Os fungos foram quantificados pela contagem das UFC'’s, utilizando-se a técnica
pour-plate, com o meio gelose Sabouraud (Merk), em placas de Petri, com as devidas
diluigdes, 10" a 10®. Verteu-se o meio Sabouraud fundido, e homogeneizou-se. Foi realizado
o controle das placas, meio sem indculo, para assegurar o padrao de crescimento dos fungos.

Apos 7 dias de incubagdo em temperatura de 30 £+ 1°C, efetuou-se a contagem das UFC’s.

3.6.4. Quantificacio das hidrocarbonoclasticas

Pipetou-se 0,1 ml das diluigdes 10* a 10, utilizadas nas dilui¢des para BHA, em
seguida pipetou-se 1,7 ml de meio com meio BH liquido e, logo apos, pipetou-se 50 pl de

6leo diesel, utilizando as placas de pogos.

Foi efetuado um controle das placas, meio sem indculo, para assegurar o padrao de
crescimento das hidrocarbonoclasticas. Apos 7 dias de incubacdo em temperatura de 30 +

1°C, realizou-se o crescimento dessas bactérias para posterior calculo do NMP/g.

3.7. TAXA DE CORROSAO

Para o calculo das perdas de massa e posterior taxas de corrosdo dos acos ASTM A36,
seguiu-se a Norma ASTM G1-03 (2011), em que os corpos de prova enterrados foram
retirados dos reatores e submetidos aos processos de limpeza destes.

Os cupons foram previamente preparados, sendo lixados, medidos (largura, espessura

e altura) e pesados, antes do inicio dos ensaios. Os cupons apresentavam uma dimensao média
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de 17,68 x 5,90 x17,80 mm. No total foram enterrados 15 cupons (Figura 12), sendo retirados
trés cupons em cada tempo de analise.

Figura 12 - Cupons enterrados no biorreator com bioaumento

Fonte: Autora (2023).

Com o auxilio de uma escova, o excesso de solo aderido ao substrato foi removido
para que ndao houvesse imprecisdo no célculo da perda de massa. Em seguida, os substratos
passaram por decapagem acida, em que os cupons foram imergidos em solu¢ao de HCL 15%
em varios ciclos de 15s, até estabilizagdo das perdas de massa, enxaguados em agua
deionizada, alcool isopropilico e acetona (ASTM G1-03, 2011). Apos o processo de limpeza

(Figura 13), os cupons foram secos com jatos de ar de um secador.

Figura 13 - Sistema da decapagem 4cida, na sequéncia: solugdo de HCL 15%, alcool isopropilico e acetona

Fonte: Autora (2023).

3.8. LEITURA DOS RESPIROMETROS

Nos experimentos respirométricos, os frascos foram preparados em triplicata e

incubados a 27 °C em local arejado, conforme mostra a Figura 14. Para o preparo da leitura,
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retirou-se os 10,0 mL da solucdo de KOH 0,2 N do brago lateral, transferiu-se para um
recipiente fechado. Em seguida, lavou-se o local onde ficava a solugdo alcalina com 20 ml de

agua isenta de CO, e transferiu-se essa quantidade de dgua para o frasco de erlenmeyer.

Apoés a lavagem, adicionou-se 10 ml de solugdo de KOH 0,2 ao brago lateral,
retornando o respirdmetro para incubacao, para posterior leitura no dia seguinte. Para cada
sistema, foi repetida essa sequéncia diariamente, durante os 35 dias. O CO; produzido foi
capturado pela solugdo de KOH e a quantidade de gés carbdnico absorvida foi medida pela

leitura da condutividade elétrica.

Figura 14 - Respirdmetro montado: o recipiente da esquerda contendo o solo e o brago lateral contendo a
solu¢do de KOH 0,2 N
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4. RESULTADOS

4.1. CARACTERIZACAO

4.1.1. Caracterizacio fisico quimica do solo

A caracterizacdo fisico-quimica referente a granulometria do solo ¢ apresentada na

Tabela 7, na qual foi realizada antes do solo em estudo ser contaminado com o Diesel S-10.

Tabela 1 - Resultados analiticos da granulometria do solo

Parametro Resultado
Areia (g Kg") 957,00
Silte (g.Kg™) 12,00
Argila (g.Kg™) 31,00
Classe Textural Arenoso

Fonte: Autora (2023).

O solo estudado ¢ predominantemente arenoso, tendo uma maior propor¢ao de areia
na média, o que torna favoravel a uma maior retencdo de dgua, em comparacdo a uma

condi¢do de predominio de areia grossa (SILVA, 2006).

A caracterizacdo fisico-quimica resumida do solo ¢ apresentada na Tabela 8, esta foi

realizada antes da contaminagao do solo com Diesel-S10.

As propriedades de maior importancia para o estudo sdo: retencdo de agua, teor de
umidade e carbono orgénico total. Se as condi¢des do solo ndo forem favordveis, a
biorremediacdo pode ser limitada por causa da baixa sobrevivéncia e a atividade dos

microrganismos degradadores.



Tabela 2 - Resultados analiticos fisico-quimicos do solo

Parametro Resultado Parametro Resultado
Retencao de agua (%) 30,00 Carbono organico total (%) <0,30
Densidade da particula 2,67 Nitrogénio total (mg/Kg de 124,60
(g/ml) N)

Densidade aparente (g/ml) 1,49 Fosforo (mg/dm® de P) 18,29
Teor de umidade (%) 0,35 Potassio (cmol/dm® de K) 0,15
pH 8,02 Enxofre (mg/dm’ de S) 38,00
Porosidade (%) 43,99 Ferro (mg/dm’® de Fe) 30,00
Oleos e graxas (%) 0,20

Fonte: Autora (2023).
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O pH do solo estudado esta em torno de 7,9 a 8,2, um solo predominantemente basico.

Em solos com pH elevado a atividade microbiana ¢ favorecida podendo refletir no acimulo

ou no decréscimo de matéria organica (MO) do solo (TREVISAN, 2002).

O fator ambiental mais critico ¢ a umidade do solo, pois s6 ha uma alta atividade

microbiana se houver a disponibilidade adequada de agua para os microrganismos (HAIDER,

1999). Ademais, o teor de 4gua no solo tem relag@o inversa com a disponibilidade de oxigénio

e, consequentemente, com a atividade dos microrganismos aerdbios, que sdo 0s principais

responsaveis pela degradacdo dos hidrocarbonetos derivados do petroleo. Por isso, a umidade

do solo estudado, para o reator estéril e o de bioaumento, foi ajustada em 60% da capacidade

de retengdo, uma vez que, além da umidade se correlacionar com a atividade microbiana

(JANSSENS, 2001) atua como atenuador da temperatura e, consequentemente, influencia

sobre a atividade microbiana.
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Normalmente, nos ambientes naturais, o nutriente que limita o crescimento
microbiano € o carbono, ja os nutrientes inorganicos estdo presentes em quantidades que
normalmente excedem as demandas das comunidades microbianas (ALEXANDER, 1999).
Recomenda-se a relagao C:N:P de 100:10:1 no solo a ser biorremediado (CHENG; MULLA,

1999), por isso o solo ajustado foi corrigido, para essa propor¢ao.

Outros nutrientes que influenciam a degradagao dos hidrocarbonetos derivados do petroleo no
solo sdo o ferro e o enxofre, por desempenharem fungdes celulares que estdo intimamente
relacionadas ao metabolismo destes hidrocarbonetos, como a participagdo na estrutura das
enzimas que realizam a degradacdo destes compostos nas células microbianas. O
conhecimento das concentragdes desses elementos quimicos também sdao fundamentais para
se trabalhar em medidas de protecdo dos materiais, pois valores maiores nas concentracdes

desses elementos elevam as taxas de corrosdo de diversos materiais.

Vale salientar que a adi¢do de nutrientes ao solo s6 deve ser feita apds uma avaliagao
bem criteriosa, para se evitar adicdes desnecessarias de produtos quimicos, que resultam em

aumentos dos custos e em prejuizos aos processos de biorremediacao.

4.1.2. Isolamento e caracterizaciao do fungo

As culturas de fungos que cresceram nos meios Sabouraud e BH, foram analisados
por microscopia Optica, cultivo in vivo em camara umida. As Imagens das Figuras 15 a,b,c,d
mostram os fungos nos meios BH a,b,c ¢ Sabouraud d em microscopia oOtica, cdmara umida,

aumento de 40x.

Figura 15 — Camara umida, auemento de 40x: A,B,C: meio Sabouraud; D: meio BH
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Fonte: Autora (2023).

Através das imagens por microscopia Otica, Figura 15, pode-se observar um
crescimento de fungos nos meios com hifas septadas vegetativas e reprodutivas. Os conidios
foram produzidos em cadeia na extremidade do conididforo e sdo estruturas tipicas de fungos
do tipo Penicillium (TORTORA, FUNKE, CASE; 2017).

Segundo Cerniglia e Perry (1973), havendo poluicdo por causa de derramamento de
petroleo e derivados, o tratamento pode ocorrer de forma mais eficiente se microrganismos
degradadores de hidrocarbonetos, incluindo os fungos, forem adicionados ao ambiente em
grande quantidade, juntamente com a adicdo de nitrogénio e fosfato. Outros estudos
realizados utilizaram os fungos do género Penicillium, demonstrando degradacdo nos
hidrocarbonetos presentes de petroleos e derivados (SILVA; ESPOSITO, 2004). A

concentragdo do indculo inicial de fungos foi 9,32 x10* UFC/ml.

4.1.3. Caracterizacao fisico-quimica do o6leo diesel

O ¢6leo Diesel S-10 utilizado para contaminar o solo foi comprado no posto
combustivel BR, na qual, junto a compra, obteve-se o boletim de conformidade do

combustivel, exposto na Tabela 9.
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Tabela 3 - Caracterizagdo fisico-quimica do 6leo Diesel S-10

Parametro Resultado
Aspectos visuais Limpido
Cor visual Amarelada
Condutividade elétrica (pS/m) 79,0
Massa especifica a 24°C (kg/m”) 841,3
Ponto de fulgor (°C) 62,0
Teor de agua (ppm) 71,0

Fonte: Autora (2023).

A presenca de fragdes mais pesadas ¢ evidenciada pelo valor elevado de massa
especifica. Comparado ao diesel do tipo maritimo, o S-10 apresenta menor massa especifica,
o que pode estar relacionado a um maior teor de parafinas e cadeias carbdnicas mais curtas

(PEIXOTO; COSTA; ARAUJO; FERNANDES, 2015).

O ponto de fulgor esta relacionado a inflamabilidade e varia em fungdo do teor de
hidrocarbonetos leves existentes no diesel, limitando os pontos iniciais de ebulicdo do
produto. Uma vez que a inflamabilidade aumenta com uma maior quantidade de
hidrocarbonetos leves, essa caracteristica confere temperaturas de ponto de fulgor mais altas
para os combustiveis com menores concentragdes de enxofre. O diesel usado no experimento

apresenta o ponto de fulgor dentro do esperado.

Através dos dados obtidos constatou-se que o diesel usado no experimento apresentou

as caracteristicas fisico-quimicas esperadas ao produto.

4.2. QUANTIFICACOES MICROBIOLOGICAS

No solo controle as andlises iniciais das concentracdes de microrganismos foram:
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e Bactérias Heterotroficas Aerdbias: 1,40 x 10°NMP/g de solo;

e Bactérias Heterotroficas Anaerdbias: 1,40 x 10 NMP/g de solo;;
e Bactérias Hidrocarbonoclasticas: 1,40 x 10 NMP/g de solo;;

e Fungos filamentosos: 7,33 x 10*UFC/g de solo.

No solo que passou por esterilizacdo, foram feitas andlises de quantificagdes
microbiologicas e foram encontradas concentragdes de bactérias heterotroficas aerdbias de 1,0

x 10> UFC/ml e fungos 2,0 UFC/ml.

4.2.1. Bactérias Heterotroficas Aerdbias

No total, foram feitas cinco inocula¢des no tempo de 7, 14, 21, 28 e 35 dias, para os
dois sistemas. A presenca das bactérias aerobias no solo em estudo foi feito
macroscopicamente, observando se o meio contendo o indculo havia ficado turvo ou ndo,

conforme a Figura 16.

Figura 16 - Tubos contendo meios aerobios

Fonte: Autora (2023).

Na Figura 17 foi possivel observar que o tubo de ensaio da esquerda estd turvo,
indicando a presenca das bactérias aerdbias no solo. Ja o da direita continuo limpido,

indicando que ndo houve crescimento nessa diluicdo.
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Figura 17 - Bactérias Heterotrofas Aerdbias
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Fonte: Autora (2023).

No tempo 0, onde foi analisado o solo controle (item 3.2.11), houve crescimento das
BHA, o que era esperado no solo, pois se tem um ambiente com oxigena¢do. Segundo
Moreira e Siqueira (2006), naturalmente as bactérias estdo presentes no solo em densidade de

107 células/g de solo, onde 10° correspondem as BHA.

E possivel observar através da Figura 20 o crescimento das BHA no solo com menor
concentracao celular, que foi passado pela esterilizacao, indicando que a esteriliza¢ao do solo,
utilizando a autoclavagem, nao foi suficiente, pois foi quantificado uma concentracao incial
das BHA no solo. O crescimento ndo necessariamente esta relacionado com a ineficiéncia da

esterilizacao.

A partir de 7 dias, as concentragdes dessas bacterias elevaram-se até a ordem de
grandeza 10, maximo de diluigdes dos indculos realizadas. Crescimento justificado pela
bioestimulagdo do solo, pois a corre¢do dos nutrientes, especialmente o nitrogénio, ajuda no
crescimento das BHA, como verificado em diversos trabalhos (GALLEGO et al., 2001;
CARDONA e ITURBE, 2003).
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No solo com bioaumento com fungos, observou-se que no inicio as BHA estavam
numa baixa concentracao no solo controle, mas com o passar do tempo houve o crescimento

delas.

Por causa do curto periodo do tempo do experimento, ndo foi possivel observar a
diminui¢cao das BHA, outros trabalhos da literatura mostram que em torno 6 meses € possivel
observar uma estabilizacdo (MARIANO, 2006). A presenga de bactérias aerdbias no solo era

esperado inicialmente no sistema, pois tinha-se um ambiente com oxigenagao.

4.2.2. Bactérias Heterotroficas Anaerobios

Na Figura 18 foi possivel observar crescimento tipico nas analises dessas bactérias, os
dois primeiros tubos da esquerda estdo turvos, indicando a presenca das bactérias anaerdbias

no solo. Ja o da direita continuo limpido, indicando que nio houve crescimento.

Figura 18 - Tubos contendo meios anaerobios

Fonte: Autora (2023).

Figura 19 - Bactérias Heterotroficas Anaerdbicas
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As BHAn nos 2 solos estudados tiveram um comportamento semelhante, como ¢
possivel observar na Figura 19. No solo controle, apresentaram baixas concentracdes em
torno de 10* células/cm® Mas, apds 21 dias suas concentragdes tornaram-se maximas e
constantes para os 3 pontos de inoculagdo, permanecendo com as mesmas concentragdes até o

fim dos 35 dias de experimento.

No solo com bioaumento com fungos, observou-se que no inicio as BHAn estavam
numa baixa concentragdo (item 3.2.11), possivelmente porque o solo estava com uma alta
concentracdo de fungos, por conta do bioaumento mas com passar do tempo houve o

crescimento delas.

A presenca de bactérias anaerdbias no solo ndo era esperado inicialmente no sistema,
pois se tem um ambiente com oxigenagdo, mas no decorrer do tempo as BHAn presentes no
solo vdo consumindo o oxigenio presente e deixando um ambiente propicio para o aumento
da concentragdo das anaerdbias. Por causa do curto periodo de tempo do experimento, nao foi
possivel observar alteracdes maiores nos crescimentos das bacterias aerobias e anaerdbias.
Outros trabalhos da literatura mostram que com aproximadamente 6 meses ou mais € possivel
observar alteragdes maiores nas concentragcdes dessas bactérias (GALLEGO et al., 2001;

CARDONA e ITURBE, 2003).
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4.2.3. Fungos filamentosos

No solo com menor concetragdo celular foi observado o crescimento de coldnias no
tempo zero e nas dilui¢des de 10" e 107, onde nio foi possivel contabilizar as coldnias.
Através da Figura 20, € possivel observar o declinio da presenca dos fungos no solo com
menor concentracdo celular, indicando que a esterilizagdo em autoclave foi eficiente para
diminuir a concentragdo de fungos presente no solo ao longo do tempo, apesar de ndo ter

ocorrido o mesmo em relagdo as bactérias.

Figura 20 — Fungos filamentosos
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Fonte: Autora (2023).

Todas as células de fungos que cresceram no solo com menor concentragdo celular,
possuiam as mesmas caracteristicas, cor escura, tamanho grande, forma circular, bem
caracteristico do género Penicillium, que ¢ comumente encontrado em solos, conforme a

Figura 21.
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Figura 21 - Fungos no solo com menor concentragdo celular

Fonte: Autora (2023).

Na inoculag@o do solo com bioaumento com fungos, ap6és o periodo de incubacao, foi
observado o crescimento de colonias nas dilui¢des de 10" até 10, para as cinco inculagdes
feitas, onde nos 3 primeiros pontos de inoculagao observou-se uma média de um total de 150
colonias nas diluigdes de 107 e nos ultimos pontos observou-se uma redugdo para 50 coldnias,
as quais em todas possuiam as mesmas carateristicas. Através da Figura 20 foi possivel
observar que houve o crescimento celular, onde o méaximo foi com 21 dias e apds isso
comecou a ter o declinio, provavelmente devido a degradacdo dos hidrocarbonetos

provenientes da contaminagdo (RUDD, 1996).

Fonte: Autora (2023).

As células de fungos possuiam as mesmas caracteristicas, cor bege, tamanho meédio,
forma circular. Na parte superior, as colonias possuiam micélio aéreo caracteristicos de
fungos filamentosos, bem caracteristico do fungo que foi isolado para ser usado como

bioaumento no experimento. Ao final do experimento, ndo foi possivel fazer a caracterizagdo
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microscopica do fungo utilizando a técnica da camara umida, semelhante ao que feito

inicialmente, para confirmar se o fungo foi o0 mesmo que o inoculado.
4.2.4. Hidrocarbonoclasticas

Figura 23 - Hidrocarbonoclésiticas
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Fonte: Autora (2023).

Através da Figura 23, foi possivel observar que nos dois sistemas houve presenca das
hidrocarbonoclasticas, no qual através das andlises do solo controle estas bactérias ja estavam
presentes na microbiota do solo, possivelmente por conta da regido que o solo foi retirado

(Porto de Suape), proximos de tanques de reserva de Diesel S-10.

4.3. DETERMINACAO BIODEGRADACAO PELO METODO RESPIROMETRICO

As quantidades totais cumulativas de CO, produzidas pelos solos tratados ao longo do
periodo de incubagdo de 35 dias e pelo solo controle analisado em primeiro experimento

(Apéndice A), sao mostrados nas Figuras 24 e 25.
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Figura 24 - Produg@o total de CO,
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Fonte: Autora (2023).

Figura 25 - Produgdo diaria de CO;
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Fonte: Autora (2023).

Segundo Thomaz et al. (1997) e Zuccari (1991), a elevacdo dos valores da

condutividade elétrica com o decréscimo da concentracdo de oxigénio dissolvido estd

relacionada as altas taxas de decomposi¢cdo da matéria organica, ou seja, o oxigénio dissolvido

tem comportamento inverso ao da condutividade e os resultados estdo conforme o esperado.
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Por causa do curto periodo do experimento, ndo foi possivel observar uma
estabilizacdo na degradagdo através da producdo de CO,, outros trabalhos da literatura
mostram que na maioria das vezes, um tempo em torno de 6 meses foi possivel observar a
estabilizacdo. Nao houve fase de adaptacio em nenhum dos tratamentos, possivelmente
devido a uma adaptagdo prévia dos microrganismos aos poluentes e a favoraveis condi¢des

experimentais (MARIANO, 2006).

Figura 26 - Eficiéncia da biodegradagao
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Fonte: Autora (2023).

Porém, ¢ possivel observar através da Figura 26 que o bioaumento com consoércio
fungico isolado foi a varidvel que teve o maior valor positivo no efeito nas taxas de
biodegradacdo. Comparando os tratamentos, ¢ possivel observar que a presen¢a do consorcio
no tratamento melhorou claramente a eficiéncia da biodegradacdo. Com 21 dias de incubagdo
(Figura 25), foi possivel observar uma menor producdo de CO,, supostamente devido a

degradacao dos hidrocarbonetos prontamente degradaveis e ao consumo de nutrientes.

A variacdo na geracdo (concentracdo) do CO, pode ser causada por uma transi¢ao de
fontes de carbono e a escassez dessas fontes, for¢a os microrganismos a se adaptarem a fontes
mais recalcitrantes, resultando em uma diminui¢do da produgdo de CO,. Como esperado, esse
comportamento foi mais evidente nos tratamentos com adi¢dao de nutrientes ¢ do bioaumento
com fungos, possivelmente causado peloo efeito benéfico obtido com a adigdo de nutrientes e

bioaumento (HENCKLEIN, 2005).
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No solo com menor concentragdo celular, no qual houve apenas a adi¢do de nutrientes
e do contaminante, o Disel-S10, observa-se que houve um efeito positivo menos nitido. A
correcdo nutricional estd relacionada ao fato de que a taxa em que as células microbianas
podem converter compostos quimicos durante a biorremedia¢do depende da a velocidade do
metabolismo (BOSMA, 1997). Porém, a correcdo nutricional pode nao ter efeito se a

transferéncia de massa for um fator limitante.

O bioestimulo através da adigcdo de nutrientes (N e P) vem sendo um fator importante
para aumentar a eficiéncia da biorremediacdo. Porém, o foco principal desse experimento foi
aumentar a eficiéncia da biorremediacdo mediante um bioaumento com fungos. Observa-se
que o bioestimulo ndo teve uma maior revelacdo, de maneira que este tratamento obteve uma

eficiéncia de biodegradagdo com pouca diferenca em relaciao ao controle.

4.4. TAXAS DE CORROSAO

A analise das taxas de corrosao de um determinado material ajuda a determinar o quao
agressivo € um meio corrosivo, assim como a estimar a vida util de um equipamento, por
exemplo. Os valores das taxas sdo influenciados por caracteristicas quimicas (gases
dissolvidos, salinidade, pH), fisicas (velocidade, temperatura e pressao) ou bioldgicas (micro-

organismos € macroorganismos) do meio (GENTIL, 2011).

As taxas de corrosao, por perda de massa, dos cupons de ago que foram enterrados no
biorreator do solo controle do experimento anterior (Apéndice C) estdo apresentados na
Figura 27 abaixo. Os corpos de prova dos sistemas foram retirados do solo controle nos

tempos 7, 14, 28, 42, 56 dias.
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Figura 27 - Taxa de corrosdo do biorreator do solo controle
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Fonte: Autora (2023).

As taxas de corrosdo dos cupons foram 0,09 mm/ano com 56 dias, sendo considerada
de moderada corrosividade. Pode-se observar que a taxa de corrosdo decaiu apds 7 dias, mas
foi estabilizando a medida que os dias passavam, o que era esperado. Quando os agos estao
expostos ao ambiente, tem todos os ions e moléculas agressivos com livre acesso ao material.
Nesse momento, na maioria dos casos, as taxas de corrosdo sdo sempre mais elevadas. Com o
passar do tempo, em volta do ago podem ser formados biofilmes e camadas de 6xidos que
geralmente tem efeito barreira, diminuindo a agressividade do local e consequentemente as
taxas de corrosao dos materiais (GENTIL, 2022). No solo controle, que € o solo somente com
a umidade corrigida, com o passar dos dias vai havendo também o decréscimo da ag¢do dos

metabodlicos microbianos corrosivos.

As taxas de corrosao, por perda de massa, dos cupons de ago que foram enterrados no
biorreator com o bioaumento com fungos estdo apresentadas na Figura 28. Os corpos de prova

dos sistemas foram retirados do solo com o bioamento de fungos nos tempos de 7, 15, 21, 28,
35 dias.
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Figura 28 - Taxa de corrosdo do biorreator do solo com bioaumento de fungos
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Fonte: Autora (2023).

As taxas de corrosdo dos cupons enterrados no solo com bioaumento de fungos foi
0,190 mm/ano com 35 dias, sendo considerada de severa corrosividade. Observa-se que as
taxas de corrosdo dos agcos aumentaram de forma gradativa ao longo dos dias, que podem ser
justificadas por a correcdo dos nutrientes ao solo, que geralmente melhoram as taxas de
biodegradag¢des nos solos, mas podem elevar as taxas de corrosdo dos materiais. A maior
concentracao celular no solo também pode ter contribuido com o aumento dos metabolitos

corrosivos no local (VIDELA, 2003).

Os cupons no solo com bioaumento apresentaram taxas de corrosdo dos agos
aproximadamente 60,0% maior, que as taxas dos cupons controle. Vale salientar que o tempo
para o solo controle foi maior do que o solo com bioaumento, mas mesmo em tempo menor, a
acdo corrosiva foi bem maior neste sistema. Este aumento nos valores das taxas de corrosao
dos acos, provavelmente foram ocasionados pela acdo dos produtos quimicos adicionados
como nutrientes ao solo e os metabolitos corrosivos excretados por os fungos, que podem

acelerar a corrosdo dos metais.
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Figura 29 - Cupom desenterrado ap6s 7 dias. Antes e apos a decapagem acida, respectivamente

Fonte: Autora (2023).

Figura 30 - Cupom desenterrado apds 14 dias. Antes e apos a decapagem acida, respectivamente

Fonte: Autora (2023).

Figura 31 - Cupom desenterrado apos 21 dias. Antes e apos a decapagem acida, respectivamente

Fonte: Autora (2023).
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Figura 32 - Cupom desenterrado apos 28 dias. Antes e apos a decapagem acida, respectivamente

-

Fonte: Autora (2023).

Figura 33 - Cupom desenterrado apds 35 dias. Apds a decapagem acida

Fonte: Autora (2023).

Macroscopicamente observa-se que a corrosao foi uniforme no sistema, assim como
seu aumento gradativo com o passar do tempo, como demostraram as medidas das taxas de
corrosdo dos agos. Nas imagens também se observam corrosao localizada, mas nessa pesquisa

nao foi quantificada nenhum tipo de corrosdo localizada.
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5. CONCLUSAO

O solo estudado foi classificado como arenoso de acordo com a caracterizagao
geotécnica. Em solo arenoso se tem uma menor capacidade de retencdo de agua,

influenciando no teor de umidade do solo e crescimento de microrganismos.

A esterilizagdo do solo em autoclave por dois dias seguidos a 121°C, 1 atm, por 30
minutos ndo foi eficiente para tornar o solo sem atividade microbiana. Notou-se uma

diminuig¢ao das atividades dos fungos e nao eliminou as bactérias.

Foram encontradas no solo concentragdes altas de microrganismos responsaveis pelo
processo de biocorrosdo tais como: bactérias heterotroficas aerobias, bactérias heterotroficas

anaerobias, bactérias hidrocarbonoclésticas e fungos filamentosos.

As avaliagdes das taxas de corrosao dos agos nos solos avaliados foram classificadas
como moderada para o solo controle e severa para o solo com bioaumento de fungos,
demonstrando nesse experimento, que o bioestimulo com os nutrientes, acompanhado com o
bioaumento de fungos nos solos contribuiram para um acréscimo da capacidade corrosiva do

solo.

As técnicas de bioestimulo e bioaumento utilizadas nesse experimento demonstraram
aplicabilidade nos solos do Porto de SUAPE, pois os grupos de microrganismos analisados
demonstraram um bom crescimento no solo com e sem contaminacao com o Diesel S-10. As
respostas as técnicas utilizadas foram favordveis, mesmo em um curto periodo de analise. No
entanto ¢ necessario cautela na Regido onde se utilizard as técnicas, pois nesta pesquisa foi
verificado que a insercdo de produtos quimicos, assim como o aumento da concentragdo
celular no solo, aumentou as taxas de corrosao dos materiais. As técnicas de biorremediagao
deverdo ser ex-situ e nao in-situ, por inimeras tubulagdes de gases e fluidos enterradas na

Regido, podendo comprometer o tempo de vida util dos materiais.
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APENDICE A —- RESULTADOS DA ANALISE DO SOLO CONTROLE DO

EXPERIMENTO ANTERIOR

Tabela A.1- Resultados da analise da biodegradagdo do CO, do solo controle pelo respirdmetro de barth

Tempo CO; (umol)

CO; (mol)

1

O O NGOV A~WN

W W W W W WNNNDMNNNNNDNNNNDNRRRRR R R B B @2
v A WIN R OOOONOULBAWNREROOOONOOVAEAEWNERDAO

163,1780167
178,3584467
311,5934133
64,52843333
164,9885267
36,39589333
56,77573667
149,8080967
153,1505767
109,2805267
97,02476667
140,3377367
201,9879233
196,0457367
153,6612333
102,64199
205,2375567
60,58245
255,14264
80,12667333
135,50971
8,959703333
73,70072
92,05747
193,89073
173,36426
116,3564067
133,8580033
105,9111567
107,90736
191,91406
160,8373167
70,4742983
198,5257067
156,23405

1,118934971
1,223029349
2,136640549
0,442480686
1,131349897
0,24957184
0,389319337
1,02725552
1,050175383
0,749352183
0,665312686
0,962315909
1,385060046
1,344313623
1,053677029
0,703830789
1,407343246
0,415422514
1,749549531
0,549440046
0,92920944
0,061437966
0,505376366
0,631251223
1,329536434
1,188783497
0,797872503
0,917883451
0,726247931
0,739936183
1,315982126
1,102884457
0,483252331
1,361319131
1,0713192

Fonte: Autora (2023).
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Tabela A 2 - Taxa de corrosdo

69

Perda de Tempo Tempo Taxa de corrosao Taxa de corrosio (mmpy) Taxa corrosao
massa (mg) (dias) (horas) (mmpy) Py média (mmpy)
10,42 168 8,93E-02 0,089281
15,29 7 168 1,21E-01 0,121156 0,114880
15,93 168 1,34E-01 0,134202
22,17 336 9,24E-02 0,092435
23,84 14 336 9,51E-02 0,095123 0,090790
22,92 336 8,48E-02 0,084811
34,72 672 7,17E-02 0,071671
52,82 28 672 1,07E-01 0,107297 0,090758
46,13 672 9,33E-02 0,093304
69,39 1008 9,39E-02 0,093894
69,35 42 1008 9,30E-02 0,093022 0,091994
62 1008 8,91E-02 0,089065
82,49 1344 9,67E-02 0,096697
71,83 56 1344 7,43E-02 0,074324 0,090400
110,43 1344 1,00E-01 0,100179
Fonte: Autora (2023).
Figura A.3 — Curva de calibragio
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Fonte: Autora (2023).
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