| [~
[ [~=2
ne-

®!

[ A |

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE TECNOLOGIA E GEOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA MECANICA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM ENGENHARIA MECANICA

LARISSA OLIVEIRA DA SILVA

BIORREMEDIAGAO EM SOLO CONTAMINADO COM OLEO DIESEL S10 E

AVALIAGAO DA CORROSIVIDADE DO SOLO POR MEIO DAS TAXAS DE
CORROSAO DO AGO-CARBONO A36

Recife
2023



LARISSA OLIVEIRA DA SILVA

BIORREMEDIAGAO EM SOLO CONTAMINADO COM OLEO DIESEL S10 E
AVALIAGAO DA CORROSIVIDADE DO SOLO POR MEIO DAS TAXAS DE
CORROSAO DO AGO-CARBONO A36

Dissertagcado apresentada ao Programa de
Po6s-Graduagado em Engenharia Mecanica
da Universidade Federal de Pernambuco,
como requisito parcial para obtengdo do
titulo de mestre em Engenharia Mecéanica.

Area de concentracdo: Engenharia de
materiais e fabricagao.

Orientador: Prof. Dr. Severino Leopoldino Urtiga Filho.
Coorientadora: Profa. Dra. Sara Horacio de Oliveira Maciel

Recife
2023



Catalogacéo na fonte:
Bibliotecario Carlos Moura, CRB-4/1502

S586b

Silva, Larissa Oliveira da.

Biorremediacdo em solo contaminado com 6leo diesel S10 e avaliagdo da corrosividade
do solo por meio das taxas de corrosdo do aco-carbono A36. / Larissa Oliveira da Silva. —
2023.

145 f.: il.

Orientador: Prof. Dr. Severino Leopoldino Urtiga Filho.

Coorientadora: Profa. Dra. Sara Horacio de Oliveira Maciel.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco. CTG. Programa de
P6s-Graduagdo em Engenharia Mecanica. Recife, 2023.

Inclui referéncias e apéndices.

1. Engenharia mecanica. 2. Biorremediacdo. 3. Solo. 4. Corrosdo. 5. Diesel.
6. Xantana. I. Urtiga Filho, Severino Leopoldino (orientador). II. Maciel, Sara Horacio de
Oliveira (coorientadora). III. Titulo.

UFPE
621 CDD (22. ed.) BCTG/2023-233




LARISSA OLIVEIRA DA SILVA

BIORREMEDIAGAO EM SOLO CONTAMINADO COM OLEO DIESEL S10 E
AVALIAGAO DA CORROSIVIDADE DO SOLO POR MEIO DAS TAXAS DE
CORROSAO DO AGO-CARBONO A36

Dissertagcado apresentada ao Programa de
Po6s-Graduagado em Engenharia Mecanica
da Universidade Federal de Pernambuco,
Centro de Tecnologia e Geociéncias,
como requisito parcial para obtengdo do
titulo de mestre em Engenharia Mecénica.
Area de concentracdo: Engenharia de
materiais e fabricagao.

Aprovada em: 18/08/2023.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Severino Leopoldino Urtiga Filho (Orientador)
Universidade Federal de Pernambuco

Prof?. Dr2. Sara Horacio de Oliveira Maciel (Coorientadora)
Universidade Federal de Pernambuco

Prof®. Dr®. Dayanne Diniz de Souza (Examinadora Interno)
Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Pedro Ferreira de Souza Filho (Examinador Externo)
Universidade Federal de Pernambuco



Dedico este trabalho a toda a minha familia, a minha avé Dona Terezinha e
ao meu avo Lino (in memorian), que me ensinaram coisas que jamais aprenderia em
qualquer livro que eu pudesse ler. Dedico ao meu amor, Caio Hespanhol, meu
esposo e parceiro de vida, que me incentiva todos os dias a lutar pelos meus

sonhos.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela capacidade de realizar tarefas que nem imaginava ser
capaz de fazer.

Sou grata a toda minha familia que tem me apoiado em toda minha trajetéria
académica. Sou infinitamente grata ao apoio do meu amor Caio, obrigada por todos
os dias me dizer que eu sou capaz de realizar todos os meus sonhos e por lutar
junto comigo por eles. Agradego por todo o apoio dos meus amigos.

Agradeco a todos do laboratorio Compolab-LBC que me receberam de bragos
abertos, com apoio académico e pessoal. Agradego ao grupo que sempre esteve
disposto a ajudar, gratiddo a Magda, Ivanilda, Edkarlla, Jedaias, e em especial, a
Maria Isabel, Rafael e Walter, obrigada por todos os momentos de conversas e café.
Guardarei carinhosamente em meu coragdo os momentos maravilhosos que passei
morando em Recife.

Meus sinceros agradecimentos aos meus orientadores Dr. Severino Urtiga e
Dra. Sara Horacio, por todo suporte e apoio na realizagao deste trabalho. Um forte
agradecimento a Sara que me acolheu de uma forma carinhosa, pela qual ja
agradeci muitas vezes a Deus.

Agradeco a todos os amigos que fiz na pds, em especial Mbnica e Vagner (in
memorian). Um agradecimento especial aos professores e aos secretarios da pos,
Jorge e Luana, sempre dispostos a ajudar.

Agradeco a todos que me auxiliaram na execugao dos experimentos, aos
alunos de iniciacdo/TCC: Camila, Emilly, José Claudio, Jodo, Danilo, Karine e Paulo.
Sem vocés, ndo teria conseguido preparar todos os meios de cultura e nem realizar
tantos ensaios. Sou grata pela execugao impecavel das imagens de MEV feitas pela
técnica Janaina, e pelo auxilio do técnico Rubens na usinagem dos cupons.

Estendo meus agradecimentos as instalagdes laboratoriais que viabilizaram a
execucao deste trabalho, notadamente o Compolab-LBC, o I-LITPEG e o INTM.
Além disso, expresso minha gratiddo ao suporte financeiro fornecido pela CAPES.



RESUMO

A contaminagdo do solo com petroleo e seus derivados gera problemas
ambientais e sociais. O Oleo diesel, presente no armazenamento, transporte e
combust&o, contém compostos como benzeno, tolueno e xileno, que afetam a fauna,
a flora e a saude humana. E necessario mitigar as consequéncias negativas as
propriedades fisicas, fisiologicas e bioquimicas do solo, bem como o impacto desta
contaminagdo sobre a agua. A biorremediagdo utiliza a atividade microbiana
presente em um determinado sistema contaminado para diminuir ou conter esta
contaminagdo. Para elevar a eficiéncia no processo de degradagdo do
contaminante, sdo necessarios alguns ajustes de parametros do meio, tais como:
ajuste de pH, balanceamento de nutrientes, oxigenagao, controle de temperatura e
adicdo de agua. O biopolimero goma xantana apresenta boas propriedades
dispersantes, o que pode melhorar a biodisponibilidade do contaminante, além da
possibilidade de ser outra fonte de carbono para os microrganismos presentes no
solo. As intempéries as quais os materiais enterrados no solo sdo expostos
desencadeiam os processos convencionais de corrosdo e biocorrosdo. Este projeto
objetiva investigar a bioestimulagdo dos microrganismos contidos no solo, através da
corregdo dos solos com nutrientes e/ou xantana, na biodegradagédo do 6leo diesel
S10. As metodologias utilizadas neste trabalho foram: quantificagdes microbiologicas
no solo; avaliagdo da biodegradacéo do 6leo diesel contaminado artificialmente em
solo arenoso advindo do Porto de Suape-PE, por meio dos respirdbmetros de Bartha,
e analises de teores de Oleos e graxas em biorreatores; avaliagdo das taxas de
corrosdo do ago carbono ASTM A36. Os resultados obtidos na biodegradacgéo
utilizando o bioestimulo nutricional alcangaram uma eficiéncia de biodegradacao de
34,35% em relagdo ao ensaio de respirometria e redugdo de 38,97% no teor de
Oleos e graxas no microcosmo utilizado, em 84 dias de experimento. O bioestimulo
nutricional com adicdo da goma xantana, obteve eficiéncia de biodegradagédo de
34,78% no ensaio de respirometria e 34,88% na reducao do teor de 6leo e graxas no
microcosmo utilizado, em 84 dias de experimento. No entanto, a biorremediagéo
bem-sucedida teve uma influencia negativa na corrosdo do metal estudado,
observando-se taxas de corrosdo dos acos, classificadas em alta e severa nos
biorreatores que apresentaram uma maior eficiéncia de biodegradagao.

Palavras-chave: biorremediacao; solo; corrosio; diesel; xantana.



ABSTRACT

The contamination of soil with petroleum and its derivatives generates
environmental and social problems. Diesel oil, present in storage, transportation, and
combustion, contains compounds, such as benzene, toluene, and xylene, which
affect fauna, flora, and human health. It is necessary to mitigate the negative
consequences on the physical, physiological, and biochemical properties of the soil,
as well as the impact of this contamination on water. Bioremediation utilizes the
microbial activity present in a contaminated system to decrease or contain this
contamination. To enhance the efficiency of the contaminant degradation process,
adjustments to medium parameters are necessary, such as pH adjustment, nutrient
balancing, oxygenation, temperature control, and water addition. The biopolymer
xanthan gum exhibits good dispersing properties, which can increase the
bioavailability of the contaminant, in addition to potentially serving as another carbon
source for the microorganisms present in the soil. The environmental conditions to
which materials buried in the soil are exposed trigger conventional corrosion and
biocorrosion processes. This project aims to investigate the bio-stimulation of
microorganisms present in the soil through soil amendment with nutrients and/or
xanthan gum in the biodegradation of ultra low sulfur diesel oil, 10 ppm sulfur. The
methodologies used in this study include soil microbiological quantifications,
evaluation of biodegradation in sandy soil (from Porto de Suape-PE) artificially
contaminated with diesel fuel, using Bartha respirometers, and analyses of oils and
greases in bioreactors. The corrosion rates of ASTM A36 carbon steel were also
evaluated. The results obtained in biodegradation using nutritional bio-stimulation
achieved a biodegradation efficiency of 34.35% compared to the respirometry assay,
with a 38.97% reduction in oil and grease content in the experimental microcosm
over 84 days of the experiment. Nutritional bio-stimulation with the addition of
xanthan gum yielded a biodegradation efficiency of 34.78% in the respirometry assay
and a 34.88% reduction in oil and grease content in the microcosm used over 84
days of the experiment. However, successful bioremediation had a negative impact
on the corrosion of the studied metal, with corrosion rates classified as high and

severe in the bioreactors that exhibited higher biodegradation efficiency.

Keywords: bioremediation; soil; corrosion; diesel; xanthan.
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1 INTRODUGAO

A busca por combustiveis renovaveis, que ndo afetem os ciclos
biogeoquimicos tem sido cada vez mais incentivada, como na 262 Conferéncia do
Clima das Nacgdes Unidas (COP26), em que mais de cem paises concordaram em
diminuir as emissdes de gases de efeito estufa até 2030. Muitos paises assinaram a
declaragao que previu encerrar a venda de carros com motores de combustao
interna até 2035 nos principais mercados, e até 2040, encerrar em todo o mundo
(QUINONES, 2021). Porém, de acordo com Unep (2021), os paises planejam
produzir, até 2030, mais do que o dobro de combustiveis fésseis do que seria a
producado condizente com o Acordo de Paris, que previa limitar o aumento da
temperatura global em 1,5 °C.

A utilizagdo dos hidrocarbonetos e derivados do petréleo gera contaminagao
do ar, da agua e do solo. A liberagdo de contaminantes ao meio ambiente afeta todo
o equilibrio existente nos ecossistemas, assim como pode gerar impactos negativos
a saude dos seres humanos, devido a caracteristica carcinogénica e/ou mutagénica
que varios derivados do petréleo possuem (FROEHNER et al., 2008; KEBEDE et al.,
2021). A principal forma de contaminagdo € proveniente de atividades
antropogénicas, devido ao aumento da industrializagdo, a necessidade de consumo
de combustiveis, mineragdo, residuos agricolas, combustdo incompleta de
compostos organicos e emissao de gases veiculares. Com as atividades inerentes a
industrializagdo da sociedade, os ambientes, de uma forma geral, sdo contaminados
com moléculas de hidrocarbonetos, os derivados mais leves do petréleo (KEBEDE
et al., 2021).

A contaminagao do solo ou agua geralmente advém de vazamentos ocorridos
por acidentes, como o vazamento que ocorreu na Refinaria de Abreu e Lima
(Renest), uma das maiores do Nordeste. Em 2019, essa refinaria, situada no
Complexo Portuario de Suape, municipio de Ipojuca (PE), apresentou um
vazamento na estacédo de tratamento de despejos industriais, com cerca de 5 mil
litros de residuos oleosos. De acordo com a Petrobras, o dleo atingiu um corrego em
area interna aos limites da refinaria. A Renest tem capacidade de processamento de
230 mil barris por minuto (bpm), sendo a produgcédo focada em 70% para o 6leo
diesel S10, com producdo de nafta, 6leo combustivel, coque e gas liquefeito de
petréleo (GLP) (PETRO NOTICIAS, 2022).
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De acordo com Exame (2019), o derramamento atingiu a area de mangue e
mar as margens da refinaria. Para conter o vazamento e mitigagdo dos riscos
socioambientais, sete barreiras de contengédo do 6leo foram instaladas no mangue,
além do material contaminado ter sido recolhido pelos caminhdes de succgao, para
posterior tratamento (EXAME, 2022). A refinaria foi multada em R$ 705 mil, e apesar
do residuo nao ter chegado ao mar, atingiu cerca de 4,5 hectares, causando a morte
de animais e agredindo a vegetagcdo de mangue, restinga e o solo da regido (CBN
RECIFE, 2019).

Com esses e outros casos de contaminag&do dos ecossistemas por poluentes
derivados do petrdleo, ha uma crescente demanda de se validar novas tecnologias
capazes de promover a degradacdo eficiente e sustentavel de poluentes. Por se
tratar de uma estratégia economicamente viavel e relativamente facil, a
biorremediagdo se mostra promissora no gerenciamento da descontaminagdo dos
ambientes aquaticos e terrestres (CURIEL-ALEGRE et al.,, 2022). A gestdo da
contaminagao originada por vazamentos provenientes de reservatorios subterraneos
de postos de abastecimento de combustiveis, bem como de refinarias que, ao longo
dos anos de operacdo, culminam em uma contaminagdo do solo e eventual
encerramento, como exemplificado por algumas refinarias de menor rentabilidade
que encerraram suas atividades durante a pandemia de Covid-19, traz a tona a
problematica de como abordar a polui¢gao residual dos ambientes (LIMA et al., 2017,
SEPARO, 2021).

Com a finalidade de se obter taxas otimizadas na biorremediacédo de
poluentes, o bioestimulo promovido com o suplemento de nutrientes, oxigenagéo e o
controle de parédmetros como umidade e pH, se mostra uma estratégia promissora
na biorremediacdo. Eficiéncia que também pode ser encontrada com o bioaumento
de microrganismos degradantes exogenos, que possuem vias metabdlicas
necessarias para a degradagédo (CURIEL-ALEGRE et al., 2022).

A eficiéncia da biorremediagdo € interligada com a biodisponibilidade do
poluente. Uma das maneiras de se aumentar a biodisponibilidade dos
hidrocarbonetos, € a utilizagcdo de surfactantes e/ou dispersantes. As moléculas de
surfactantes aumentam a transferéncia de massa dos poluentes para a fase aquosa,
fase a qual os microrganismos aptos, conseguem metaboliza-los (GONZALEZ et al.,
2010). Os surfactantes e dispersantes podem ser sintéticos ou naturais, e a goma

xantana, que € um biopolimero, produzido pelas Xanthomonas campestris, €
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utilizada como dispersante, estabilizante e emulsificante, formadora de filmes e
outros. Empregada como emulsificante de 6leos, € promissora na biorremediacao de
solventes clorados e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) em agua
subterrénea (BORGES et al., 2008; ZHONG et al., 2015). Além disso, uma segunda
fonte de carbono que ndo seja proveniente dos poluentes pode estimular as
atividades metabdlicas responsaveis pela degradagcdo do contaminante (CURIEL-
ALEGRE et al., 2022).

Diante da extensdo de tubulagbes enterradas, como oleodutos, gasodutos,
adutoras e mineradoros, e a grande quantidade de tanques de armazenamento de
combustivel, o comportamento corrosivo do solo é alvo de muitas pesquisas. A
industria do petréleo € muito afetada e os custos com reparos inerentes a corrosao
sdo da ordem bilhdes de dolares (USD). A utilizagdo de ligas metalicas ao longo da
cadeia do petréleo, desde a extracdo, transporte e até o armazenamento faz com
que o setor tenha sérios problemas com os processos corrosivos (PROCOPIO,
2021). A corrosao de tubulagdes e tanques causa perda de material, com
possibilidade de ruptura dessas estruturas, com consequente contaminagao do solo,
e possibilidade de contaminagao de lengois freaticos (GENTIL; CARVALHO, 2022).
Ha uma grande preocupagao com a corrosao das estruturas enterradas no solo ou
em contato com ele, devido a um aumentado das leis ambientais que tem se
tornando cada mais rigorosas, com o intuito de preservar os ecossistemas
(ROBERGE, 2019).

1.1OBJETIVOS

A presente secao define o escopo desta dissertacdo. Para melhor clareza e
compreensao das metas atingidas, a exposi¢cao foi subdividida em objetivo geral e
objetivos especificos.

1.1.1 Objetivo geral

Com o viés de propor estratégias otimizadas no processo de biorremediagao
em solos contaminados com derivados do petroleo e estudar a influéncia que os
parametros da biorremediacdo possuem sobre 0 processo de corrosao de corpos
enterrados nestes solo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a bioestimulagdo com
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aporte de umidade, nutrientes, goma xantana e oxigenagdo, no processo de
biorremediacdo em solo artificialmente contaminado com dleo diesel S10, com o
estudo paralelo da corrosividade causada aos corpos de prova de ago-carbono
ASTM A36 enterrados aos sistemas estudados.

1.1.2 Objetivos especificos

[ Avaliar o bioestimulo com suplementacao de nutrientes e aporte de umidade;

71 Avaliar o efeito da goma xantana na biorremediacdo do solo contaminado
com Oleo diesel S10 e seu efeito sobre a corrosao dos acgos;

'] Avaliar a biodegradagéo por ensaio de respirometria, ao longo de 84 dias e
teor de dleos e graxas nos tempos inicial e final de 84 dias;

[J Avaliar o efeito corrosivo dos tratamentos sobre os cupons de aco-carbono
A36 enterrados nos sistemas estudados, com avaliacdo de perda de massa e
taxa de corrosao dos agos, nos tempos experimentais de 7, 14, 28, 42 e 56
dias;

'] Avaliagao da viabilidade de biorremediagéo e corrosividade do solo, utilizando
0s seguintes arranjos experimentais: sistema controle, sistema diesel, sistema
diesel submetido a suplementacdo de nutrientes, e sistema diesel exposto a

combinagao de suplementagao de nutrientes e goma xantana.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A presente secdo apresenta o embasamento tedrico utilizado para a construgéo
desta dissertacdo, bem como a interpretagao cientifica dos resultados obtidos. As
subsequentes segmentagcdes compreendem uma revisdo bibliografica concisa e
aplicada, com o proposto de promover a discussao e entendimento dos elementos
abordados.

2.1 PETROLEO, SEUS DERIVADOS E A PROBLEMATICA AMBIENTAL

A histéria do petrdleo foi iniciada ha muitos anos, e permeia todo o
desenvolvimento humano. Ao longo da histéria terrestre de 4,5 bilhdes de anos,
matérias organicas tém se acumulado no interior da terra. O carbono, elemento
fundamental da vida, o qual as plantas transformam em alimento e que os humanos
expelem, quando combinado com outros elementos, se transforma em produtos,
como o diamante, o carvdo e o petroleo. As camadas organicas em regides bem
profundas da Terra se transformam em uma argila xistosa impregnada de
hidrocarbonetos, que quando submetida a altas pressdes e “cozinhadas” por
milhares de anos, transformam-se em petréleo (SHAH, 2007).

Os produtos derivados do petréleo, obtidos com o seu refino dividem-se em
trés categorias: i) combustiveis (gasolina, 6leo diesel, 6leo combustivel, gas
liquefeito de petréleo (GLP), querosene, etc); ii) produtos ndo combustiveis
(solventes, parafinas, lubrificantes basicos, graxas, asfalto e coque); iii) derivados
nao energeéticos (nafta, gasdleos petroquimicos e outras matérias-primas para
diferentes tipos de industria) (KEBEDE et al., 2021). A partir de 1974, com a crise
mundial, houve aumento do valor do petréleo, desencadeando um incentivo ao
consumo de o6leo diesel, um derivado mais barato do que a gasolina. Com esse
incentivo ao uso do Oleo diesel, as industrias automobilisticas diminuiram a
producdo de caminhdes e caminhonetes que utilizavam a gasolina como
combustivel, havendo uma crescente na producgéo de 6leo diesel (MORAIS, 2013).

O petréleo e seus derivados possuem papel crucial no abastecimento de
combustivel mundial. Com a pandemia do Covid-19, devido ao lockdown
implementado na maioria dos paises, a demanda mundial de petroleo foi atingida,
havendo uma diminuicdo em seu consumo. Segundo a ANP (2020) (Agéncia
Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis), o Brasil diminuiu em 6% o
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consumo de combustiveis em 2020, chegando ao menor patamar anual desde 2012.
Apesar da diminuigdo da demanda, as refinarias brasileiras produziram 42 milhdes
m?3 de diesel em 2020, 2 milhdes de m3® a mais do que no ano de 2019 (EPBR,
2021).

Segundo a revista The Economics Times, a OPEP (Organizagdo dos Paises
Exportadores de Petroleo) prevé crescimento da demanda mundial em 2,7 milhdes
de barris por dia (bpd) no ano de 2023 (THE ECONONIC TIMES, 2022). De acordo
com a ANP, a produgdo média do ano de 2022 no Brasil foi de 3,021 milhdes de
barris/dia, valor 2,47% acima do recorde alcangado em 2020. Segundo Larco
Petroleo (2021), cerca de 40% de um barril de petroleo vira oleo diesel, o qual é o
principal combustivel comercializavel no mercado, e é utilizado para o transporte de
cargas e de pessoas, em navios, em industrias, na geracdo de energia, em
maquinas da construgdo civil, em maquinas agricolas, entre outros (MORAIS, 2013).

Os derivados do petréleo possuem predominantemente hidrocarbonetos com
cadeias de 8 a 16 carbonos, com tragos de nitrogénio, enxofre e oxigénio. O 6leo
diesel é formulado por meio da mistura de alguns derivados do processamento do
petréleo, como gasoleos, nafta pesada, diesel leve e diesel pesado (PETROBRAS,
2021). O dleo diesel é constituido por uma mistura de alcanos ciclicos, normais e
ramificados, e compostos aromaticos, sendo 30% parafinas (n-alcanos e
isoprenoides), 45% de cicloalcanos e 25% de aromaticos. Os compostos aromaticos
incluem alquibenzenos, como o naftaleno e seus derivados alquilados, com
pequenas fragbes de fenantreno, fluoreno e derivados metilados. (ORTEGA et al.,
2019). De acordo com a utilizagéo, sdo especificados os tipos de 6leo diesel basico:
i) uso rodoviario — produto com maximo de 10 mg/kg de enxofre total. diesel S10; ii)
oleo diesel TFM (uso nao-rodoviario), utilizado para a geragéo de energia, com teor
maximo de 1800 mg/kg de enxofre, utilizados em motores diesel da nova geragéo,
com teor maximo de 10 mg/kg de enxofre. Este tipo de 6leo diesel contém 10% de
biodiesel, denominado 6leo diesel B, o qual € obtido por meio da adigao de biodiesel
ao oOleo diesel A. O dleo diesel A, por sua vez, é obtido através do processo de refino
do petréleo (PETROBRAS, 2021). O Conselho Nacional de Politica Energética
(CNPE), aprovou a mistura obrigatorio de 12% de biodiesel ao 6leo diesel A para o
ano de 2023, com aumento progressivo para 15% até 2026.

A adicdo do biodiesel é realizada nas instalagées da distribuidora com o

objetivo de controlar a lubricidade dos 6leos diesel com baixo teor de enxofre. A
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principal desvantagem associada ao teor de biodiesel no combustivel esta
relacionada a sua elevada higroscopicidade, resultando em uma maior absor¢ao de
umidade e contribuindo para a perda da estabilidade do combustivel no campo.
Essa condi¢cdo é principalmente propicia ao crescimento de microrganismos nos
tanques de armazenamento do 6leo diesel S10 (PETROBRAS, 2021).

2.1.1 Problemas ambientais

A problematica ambiental de exploragdo do petréleo e seus derivados €
fortalecida devido a diversos acidentes ja ocorridos durante a extragado, refino,
armazenamento, transporte e combustéo, os quais impactam direta ou indiretamente
0 meio ambiente e a saude humana. As consequéncias ambientais dos
derramamentos do petroleo e seus derivados geram problemas globais como efeito
estufa, dano a camada de oz6nio, além de agredir o meio ambiente, gerando
consequéncias negativas aos ecossistemas e suas populagbes (RAMIREZ et. al.,
2017).

A discussdo dos ambientalistas e oOrgados regulamentadores sobre a
exploracdo do petréleo e seus derivados vem se fortalecendo devido a grande
énfase em tratados e convengdes internacionais, além da legislagdo de diversos
paises, como no Brasil, onde o equilibrio do meio ambiente é reconhecido como um
direito na Constituigdo da Republica (DE SOUZA, 2018).

A exposicdo a compostos como benzeno, tolueno, xileno e hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPA), como no caso do dleo diesel, que contém benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX), componentes considerados prejudiciais a
diversos ambientes tendem a se bioacumular em cadeias alimentares, onde
provocam desequilibrio bioquimico e fisiolégico dos organismos expostos a esses
componentes, afetando a fauna e a flora. A saide humana, o petrdleo e seus
derivados podem gerar anormalidades hematopoiéticas, hepaticas, renais e
pulmonares, mudancas de humor e até danos a saude reprodutiva. Além disso,
acidentes com derivados do petréleo podem impactar a economia de locais que
tiram dos rios e mares o sustento de muitas familias, que usam a agua como fonte
de alimento, por exemplo, para a pesca (RAMIREZ et. al., 2017; KEBEDE et al,
2021).
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Acidentes com o petréleo e seus derivados, como o Oleo diesel, podem
ocorrer por meio de incidentes durante o percurso de transporte, como o caso do
trem no municipio de Itaborai/RJ em 2005, que segundo a Agéncia Brasil (2005),
descarrilhou e despejou 60 mil litros de Oleo diesel em area habitavel, gerando
impacto ambiental e humano. Vazamentos também podem ocorrer, como no Porto
de Santa Catarina, onde, segundo o Diario Catarinense (2011), 200 litros de 6leo
diesel vazaram, se dispersando por uma area de dez mil metros quadrados. Outro
caso de vazamento de oleo diesel ocorreu durante o bombeamento do 6leo no
Terminal de Betim, o que, segundo a Sindipetro SJC (2020), desencadeou o
derramamento de 100 mil litros de dleo diesel, contaminando o rio e a lagoa do
municipio de Betim. Além desses acidentes mencionados, ha vazamentos
provenientes de tubulagdes e tanques subterrdaneos em postos de combustiveis. De
acordo com a Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo (CETESB), cerca de
63% das areas contaminadas no estado de Sao Paulo sdo provenientes de postos
de combustiveis, que por falta de manutencdo ou intempéries, acabam se

deteriorando, e deixando vazar combustiveis para o solo.

2.2 BIORREMEDIAGAO

A biorremediagdo tem sido empregada em ambientes que passaram por
algum tipo de contaminacdo. Segundo o webjornal Manila Times (2023), o governo
das Filipinas adotou técnicas de biorremediagao para reabilitar areas de mineracéao.
A primeira fase do projeto denominado GMAP - Greening mined-out areas in the
Philippines, realizada entre 2015 e 2018, promoveu a recuperagao de um local de
extragao de cobre e ouro, por meio do emprego da biodegradagdo microbiana aliada
a fitorremediagdo. A recuperacdo de areas contaminadas demanda estratégias,
pesquisas e recursos financeiros para operacionalizar o plano de descontaminagéo.
Um plano de descontaminacgdo do tricloroetano, contaminante presente num patio
ferroviario no estado do Kansas, segundo Hack (2023), previu que a remediacao da
area do estaleiro ferroviario Union Pacific custara US$13,9 milhdes. Dentre as
estratégias propostas, ha a retirada do restante do solo contaminado e a
implementagdo da biorremediagdo pela técnica de bioestimulacdo dos

microrganismos presentes no local.
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A biorremediagdo é uma estratégia que tem sido empregada na recuperagao
de ecossistemas contaminados porque se baseia na capacidade natural que plantas,
fungos, microalgas e bactérias de ecossistemas poluidos possuem em remover,
destruir, imobilizar ou transformar determinadas moléculas de poluentes (KEBEDE et
al., 2021). Dada a vasta utilizagdo do petroleo e seus derivados, e os recorrentes
derramamentos em rios, mares e solos, a busca de maneiras que solucionam e
amenizam os efeitos nocivos ao meio ambiente e ao ser humano vem sendo o foco
de pesquisas e sendo empregadas por empresas mundo afora. A poluicdo causada
pelo petréleo e seus derivados € motivo de preocupacgao por conta da contaminagao

das aguas subterraneas, que pode levar também a contaminagdo de aquiferos
utilizados no abastecimento de agua para a populagcdo (ANDRADE et al., 2010).

A biorremediag&o visa empregar a atividade da microbiota presente em um
determinado sistema contaminado para diminuir e/ou conter esta contaminagéo. As
areas que mais utilizam a biorremediacdo sdo solos e aguas subterraneas. Esta
contaminagao € proveniente da atividade humana, tal como a extragao de petréleo e
a producgao de seus derivados, como os HAP, carvao corantes, producao de carvao
vegetal por meio de sua gaseificagdo, utilizagdo de agrotdxicos, produtos
farmacéuticos e outros (MALLMANN, 2019).

Existe uma problematica da emissdo dos HAP'’s, prejudiciais ao meio ambiente e
ao ser humano, devido a caracteristica carcinogénica e/ou mutagénica que varios
derivados do petréleo possuem. Esses compostos sao formados a partir da
combustao incompleta ou pirélise dos derivados do petroleo. Umas das vias que
levam os HPAs a atmosfera € a queima de combustivel fossil, e seu comportamento
no ambiente exposto depende da pressao de vapor e da solubilidade em agua.
Aqueles que possuem baixa pressao de vapor, sao hidrofébicos e se depositam no
solo (FROEHNER et al., 2008).

A maneira mais comum de se remover os HPA do meio ambiente é se
utilizando a biorremediagédo, em que os microrganismos transformam ou mineralizam
0os contaminantes orgénicos em substancias menos nocivas ao meio ambiente, as
quais podem ser integradas aos ciclos geoquimicos naturais. A parte dos HPAs que
€ parcialmente dissolvida em agua tende a se adsorver nos solidos suspensos e em
sedimentos de coluna d’agua, devido ao alto valor de Koc (Coeficiente de Particdo
de Carbono Orgénico) (FROEHNER, 2009; CARDOSO, 2016)
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No processo de biorremediacdo, dentre os contaminantes mais citados em
literatura estdo os residuos sdlidos, o 6Oleo diesel, o mercurio, o cromo, o dleo
vegetal e o 6leo cru (MALLMANN, 2019). Os principais contaminantes encontrados
no solo sao os derivados de petrdleo, com os hidrocarbonetos em maior quantidade,
antibioticos e metais pesados em menor quantidade (CARDOSO, 2016).

A classificacdo dos contaminantes é comumente feita em compostos
biodegradaveis, compostos persistentes e compostos recalcitrantes. Os compostos
biodegradaveis sdo aqueles que possuem composicdo molecular proximas as
encontradas no solo, como poluentes que possuam grande quantidade de matéria
organica, os quais possuem mais facilidade de serem biodegradados, devido a
similaridade molecular com as encontradas no solo. Os poluentes persistentes, sao
biodegradaveis geralmente em condigdes especificas, como na presenga de O». Ja
os poluentes recalcitrantes, sdo moléculas que possuem baixa probabilidade de
serem decompostas pela microbiota, pois possuem baixa solubilidade, alta adsorg¢ao
ao solo, alta toxicidade, e até a possibilidade de ser transformadas em moléculas
mais téxicas (CARDOSO, 2016).

O processo de degradacdo natural realizado pelos microrganismos requer
alguns ajustes de parédmetros do meio ao qual se deseja descontaminar, dentre
estes fatores, ha a necessidade de se ter doadores e aceitadores de elétrons. Existe
a necessidade de uma forca motriz suficiente para que ocorram as oxidacdes e
redugdes bidticas ou abidticas do sistema (WANG et al., 2020).

Os fatores bidticos do processo da biorremediacdo determinam a eficiéncia da
reducdo do contaminante do sistema de interesse. No geral, contendo-se apenas
uma cepa ou um consoércio de microrganismos indigenas, € possivel ocorrer a
biodegradagado. Os fatores que podem influenciar na eficiéncia da biorremediagao
s80 a espécie microbiana, o potencial metabdlico, a densidade populacional e a
capacidade desses microrganismos produzirem biossurfactantes, que aumentam a
biodisponibilidade das moléculas dos compostos contaminantes. Além disso, alguns
fatores podem influenciar o estado no qual o poluente se encontra, por exemplo, a
temperatura, que aumenta a viscosidade do poluente, podendo diminuir sua
solubilidade, tornando o poluente biologicamente indisponivel ao metabolismo
microbiano (KEBEDE et al., 2021)

A Dbiorremediacdo utiliza os microrganismos naturais ou nao para a

degradacgao dos contaminantes. Os microrganismos, que podem ser bactérias — os
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mais utilizados- microalgas, fungos filamentosos e leveduras, degradam os
contaminantes por meio de suas fungdes bioquimicas, podendo haver completa
mineralizagcdo dos contaminantes presentes numa area remediada. Os
contaminantes sido transformados em produtos com pouca ou quase nenhuma
toxicidade, como a agua e o CO2. Esse processo de mineralizagdo ocorre devido a
metabolizagdo dos compostos organicos, em que o petroleo ou derivado servem
como fonte de energia e nutrientes aos microrganismos (ANDRADE et al., 2010;
KEBEDE et al 2021).

Dentre as técnicas utilizadas no mundo para a remediagao de derramamentos
de petrdleo e seus derivados, ha (TAVARES, 2013):

[J Extracdo de vapor do solo: ha a remocdo fisica dos contaminantes,
compostos organicos volateis, clorados ou ndo, e os BTEX da zona saturada,
por meio de pogos de perfuracdo no solo com a aplicagao de vacuo;

'] Dessorgéo térmica: em que ha aquecimento dos residuos para que haja a
volatilizagdo dos compostos organicos volateis. Ha a injecdo de agua ou
vapor quente dentro do solo para aumentar a mobilidade dos contaminantes;

11 Aeracgao (in situ): esse método é utilizado para extrair compostos volateis e
semi-volateis que se encontram na zona saturada do solo. E utilizada a
injecédo de ar para a remogéao de contaminantes como CHCs (hidrocarbonetos
clorados), BTEX e os HPAs;

[] Barreiras reativas permeaveis: essa técnica se baseia na inser¢ao de um
material reativo no subsolo, onde a pluma de agua subterranea contaminadas
atravessa esse material, havendo reacbes ou filtracdo, de modo a
descontaminar essa pluma,;

[l Incineragdo: € a queima dos contaminantes. Utilizado na extragdo de
compostos organicos volateis e semi-volateis, como os HPAs, os bifenilos
policlorados, em inglés polychlorinated biphenyls (PCBs), e os pesticidas,
porém é uma técnica muito prejudicial a atmosfera e a saude humana;

[ Solidificagao/estabilizacdo: ha o isolamento do poluente, como os CHCs e
metais pesados. O contaminante € imobilizado por meio da introducédo de
outro material, que pode provocar a solidificacdo, uma reacgao fisica, ou até
alteragao do pH do contaminante, fazendo com que ele seja imobilizando, nao
havendo o espalhamento da contaminagao;
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'] Biorremediagao: essa técnica de remediagao utiliza a atividade microbiana

para a degradacéo dos hidrocarbonetos.

Os tratamentos com a biorremediagcado podem ser ex-situ (off- site), em que a
area contaminada é retirada do local de origem para ser tratada; e a biorremediagéo
in-situ (on-site), em que o tratamento é realizado no proprio local de origem da
contaminagao (ANDRADE et al., 2010).

A eficiéncia de biodegradacédo dos hidrocarbonetos realizada por bactérias,
leveduras e fungos pode variar conforme o grupo de microrganismo empregado, de
6% a 82% para fungos encontrados no solo; 0,13% a 50% para bactérias
encontradas no solo e até 100% de eficiéncia para bactérias marinhas (DAS et. al.,
2011).

A técnica de biorremediacdo em solos € considerada de baixo custo, dado o
tempo requerido para a remediacdo da area, comparado com outras técnicas
existentes (ANDRADE et al., 2010). Na remediagdo de solos contaminados com
petréleo ou seus derivados, sdo empregadas analises de risco do acidente em
questdo, bem como das caracteristicas do solo e ambiente. Além disso, a técnica
deve estar em conformidade com a legislagdo ambiental vigente na regido em que
ocorre o processo de descontaminagdo. Para tal, sdo necessarias avaliacbes de
natureza bioldgica, geofisica e hidrologica da area contaminada (GAYLARDE et al.,
2005; TAVARES, 2013).

Ha diversas técnicas de biorremediacdo em solo, que podem ocorrer
naturalmente ou serem aplicadas com o controle de alguns parédmetros. Entre as
técnicas destacam-se a atenuacio natural, a bioestimulagdo, a bioaumentacao, a
bioventilagdo, o landfarming e a fitorremediagdo, podendo ocorrer in-situ ou ex-situ,
a ex-situ com variaveis mais complexas devido a remog¢éo da porgao contaminada.
Ja entre as técnicas estritamente ex-situ, podem-se citar a compostagem e os
biorreatores. A depender das caracteristicas especificas do solo contaminado e do
tipo de poluente, cada uma das técnicas de biorremediagdo possui beneficios e
estratégias que podem levar a um resultado eficiente e satisfatério (JACQUES et al.,
2007).
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2.2.1 Atenuacgao natural

A atenuacdo natural € a forma mais simples da biorremediacdo, € um
processo que ocorre naturalmente em qualquer area contaminada e, dependendo da
concentragdo do contaminante, tipo, caracteristicas do solo, como umidade e a
presenga de microrganismos autoctones intrinsecamente capazes de degradar o
contaminante, faz com que a eficiéncia de remediagcdo varie consideravelmente
(MOREIRA, et al., 2009; CURIEL-ALEGRE et al, 2022). A presenga de
microrganismos indigenas pode eliminar ou transformar as substancias toxicas em
componentes menos agressivos ao meio ambiente (KEBEDE et al., 2021).

O processo de atenuagédo natural é capaz de degradar os derivados de
petréleo, e 0os microrganismos capazes de realizar essa remediagdo podem ser
encontrados em muitos ambientes. Apesar de ser um processo de remediagao
eficiente e pratico, € um processo que tem como fator limitante a disponibilidade de
nutrientes, elétrons receptores ou ambos. Ha casos de contaminacdo de solos em
que a atenuagao natural fica limitada as zonas periféricas da area contaminada, pois
a alta concentragcdo de contaminante inviabiliza o crescimento dos microrganismos,
consequentemente, a degradacédo realizada por eles (MOREIRA et al., 2009;
KEBEDE et al., 2021).

Dentro da atenuac&o natural, podem ocorrer alguns processos, também
naturais, que colaboram na remediacdo de uma area contaminada, como a
volatilizacdo do contaminante, a dispersdo do contaminante ocorrida pelas
intempéries naturais do ambiente, como lixiviagdo por exemplo, a diluicdo e a
adsorgdo do contaminante. Dentre esses processos naturais, somente a
biodegradacgao realizada pelos microrganismos presentes no ambiente € que destroi
quimicamente o0 contaminante, os demais processos apenas transferem o
contaminante para uma outra area (ANDRADE et al., 2010).

Devido as caracteristicas inerentes ao processo de biorremediagcao por meio
da atenuagdo natural possuirem algumas ressalvas quanto ao tempo necessario
para a descontaminagédo de determinada area, o tempo de degradagao depende do
tipo de contaminante e das condi¢cdes do local de contaminacdo, como umidade,
temperatura, nutrientes e microbiota capaz de degradar tais contaminantes
(KEBEDE et al.,, 2021). Na maioria dos casos em que a atenuac&do natural é
escolhida como técnica de remediagdo, ha um controle rigoroso e peridédico para
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averiguar a degradacdo do contaminante, esse processo € denominado como
“atenuagdo natural monitorada” (ANM), uma variagdo do processo de
biorremediagdo muito utilizada nos Estados Unidos. Nos casos de contaminacéo de
solo ou aguas, onde ha viabilidade de se utilizar um processo de remediagdo mais
longo, e que esse tempo longo de remediagdo ndo leva nenhum risco a saude
publica, e nem ao meio ambiente, a ANM & um método eficiente (ANDRADE et al.,
2010).

Quando os ambientes sdo expostos a hidrocarbonetos, estes tém sua
populagdo de microrganismos endogenos aumentada rapidamente, com adaptagao
as novas condi¢cbes e ativacdo das vias metabdlicas capazes de catabolizar as
moléculas poluentes, demonstrando que a atenuacdo natural pode ser uma

estratégia a ser utilizada na descontaminacao de ambientes (KEBEDE et al., 2021).

2.2.2 Bioestimulagao

A técnica de bioestimulagdo segue o0 mesmo principio da atenuagao natural,
porém ha um estimulo inerente as necessidades das populagdes de microrganismos
nativos do local que se deseja biorremediar, esses microrganismos nativos sao
chamados de autéctones ou indigenas. O crescimento dos microrganismos, e
consequente taxa de degradagcdo dos poluentes, necessitam de macro e
micronutrientes fornecidos pelo meio em que se aplica a técnica de biorremediagéo
(GAYLARDE et al., 2005). Esse estimulo a degradagao do poluente é realizado por
meio de correcdo do pH do meio, balanceamento dos nutrientes do solo em relagéo
a carga de carbono poluente organico, adicdo de N, P e K - relagdo (C:N:P:K),
poluente organico -, corregdo da umidade e aeragéo do solo (DE MELO et al., 2008;
KEBEDE et al, 2021). Aditivos de enzimas e de nutrientes podem aumentar
significativamente a taxa de biodegradacdo (DAS et al., 2011). O bioestimulo é
considerado umas das técnicas de biorremediagcdo mais faceis e eficientes, além da
adicdo dos nutrientes, ha também o aumento de trocadores de elétrons, que atuam
como intermediarios das vias metabdlicas responsaveis pela degradacdo dos
poluentes (BOSCO et al., 2020).

A suplementagdo de macronutrientes como nitrogénio, fésforo e potassio no
solo contaminado por hidrocarbonetos, estimula o crescimento da populagao
microbiana existente no solo, favorecendo a degradagéo. O acesso aos nutrientes ja
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existentes no solo ¢ dificultado devido ao préprio poluente, e se a concentracéo de
hidrocarbonetos for grande, ha uma escassez dos nutrientes em relagdo a
quantidade de carbono existente, tornando o balanceamento de nutrientes
necessarios. Entretanto, a hiper suplementagdo pode ser toxica as populagdes
microbianas, sendo a propor¢do de (C:N:P) em (100:10:1) muito recomendada
(KEBEDE et al., 2021).

Experimentos que seguiram os principios da bioestimulagdo em ambientes
aquaticos se mostraram eficientes, com aumento de 5 a 10 vezes na taxa de
biodegradagdo. Apesar de se verificar aumento da eficiéncia na taxa de
biodegradacgao, ha duvidas a respeito da viabilidade desse estimulo a longo prazo,
pois tem-se conhecimento de que a taxa de degradacgédo tende a se equalizar ao
longo do tempo (GAYLARDE et al.,, 2005). Para a eficacia da estimulagdo do
crescimento bacteriano por meio da adicdo de nutrientes, deve-se considerar o
tempo de esgotamento tanto dos principais nutrientes inorganicos necessarios para
o crescimento das poucas bactérias, quanto do nitrogénio e fosforo (KEBEDE et al.,
2021).

Os nutrientes adicionados a biorremediacado estimulada sao representados
pelo nitrogénio, fosforo e potassio (NPK), em relagdo ao carbono. S&o utilizados os
sais nitrato de aménio (NHsNO3), dihidrogeno fosfato de potassio (KH2PO4) ou o
nitrato de potassio (KNOsz) (ANDRADE, et al., 2010). Como fonte de nitrogénio,
pode-se utilizar a ureia, como fonte de fésforo, o superfosfato simples (P,05) e como
fonte de potassio, o KCl (CAVALHAO, 2011). Para processos de biorremediagédo em
que é sabido que as populagdes microbianas possuem vias metabdlicas mais
complexas e demoradas, a suplementacao dos nutrientes pode ser feita por meio de
fertilizantes, como KNO;, NaNO;, NH,NO5;, K,HPO, e MgNH,PO,(KEBEDE et al.,
2021).

O nitrato (NO3") € um componente importante na utilizagado da biorremediacao
em solo, possui diferentes rotas metabdlicas como fonte de nutrientes no
metabolismo assimilativo, podendo atuar também como receptor de elétrons no
metabolismo dissimilativo dos microrganismos (COUTINHO et al., 2015).

Pontes et al. (2015) compararam a atenuagao natural e a bioestimulagdo na
remediagdo de solo argiloso contaminado com 5% (m/m) de 6leo diesel S500, por
um periodo de 128 dias de incubagao. Na atenuag&o natural a proporcao de (C:N:P)
original do solo era de 100:6,45:0,29 e foi ajustada para 100:10:1, para se trabalhar
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com a bioestimulagdo. A eficiéncia de remocgao dos hidrocarbonetos totais de
petréleo (HTP) na atenuacdo natural foi de 65%, enquanto, que na bioestimulagao
foi de 72%, mostrando que a disponibilidade de nutrientes na proporgéo de 100:10:1
favoreceu o crescimento dos microrganismos, aumentando-se a eficiéncia de
biodegradacao.

Entretanto, de acordo com Baptista et al. (2003), a proporgao o6tima de
carbono poluente, nitrogénio e fésforo pode ndo ser exatamente aquela que é
comumente citada na literatura, (100:10:1). Em seu experimento, foi constatado que
o aumento da concentragao utilizada de KH2POs levou a queda de eficiéncia de
biodegradacgao de petréleo cru, e encontrou o valor 6timo de 35 mg fosféro/100 g de
solo, sem a adicdo de N, com o valor original de 0,000293 mg N/100 g de solo,
obtendo-se uma eficiéncia de 35% na remogado de matéria orgénica. Sem a
suplementagdo de nitrogénio, os microrganismos provavelmente sdo obrigados a
consumir uma quantidade maior de matéria orgénica em detrimento ao consumo
restrito de nitrogénio, consumindo somente o essencial para o crescimento.

A bioestimulagdo, também denominada como atenuagdo natural acelerada
(ANA), promove o estimulo dos microrganismos nativos por meio da adequacao do
local contaminado de modo a acelerar as fungdes metabdlicas responsaveis pela
degradacgédo do poluente. Portanto, o primeiro requisito necessario desse tipo de
biorremediagdo € a certeza de que os microrganismos indigenas conseguirao
degradar o poluente que se deseja. Quando executada de forma controlada, a ANA
pode acelerar a biorremediacéo do local (ANDRADE, et al., 2010).

Com o decorrer do processo de biorremediacéo, os recursos encontrados no
solo vdo se esgotando, com possivel rebalanceamento das proporgdes de
nutrientes. No entanto, Curiel-Alegre et al. (2022), ndo obtiveram maiores taxas de
biodegradagao nos microcosmos estudados ao aportar novas cargas de nitrogénio e
fésforo, no 43° dia de incubagao; e os microrganismos destacados no estudo foram:
Pseudomonas, Achromabacter, Cupriavidus, Comamonadaceae e
Sphingomonadacear. Evidéncia importante para destacar as diferencas entre os
metabolismos das populagbes de microrganismos capazes de degradar

hidrocarbonetos.
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2.2.3 Bioaumentacgao

A bioaumentagdo, € um processo em que microrganismos n&o nativos s&o
introduzidos no ambiente o qual se pretende remediar, esses microrganismos devem
possuir o potencial de degradacdo conhecido, tendo sua origem de outro lugar
geografico ou isolado no mesmo lugar de interesse (DE MELO et al., 2008; KEBEDE
et al., 2021). Para a estratégia de bioaumento ser viabilizada, o inéculo escolhido
deve ser capaz de metabolizar os componentes do poluente, ser adaptavel as novas
condigbes impostas no novo habitat e ser um competidor efetivo com os outros
microrganismos indigenas do ambiente (KEBEDE et al., 2021). A técnica de
bioaumento possui bons resultados, principalmente, quando é realizada com
microrganismos isolados de ambientes com ocorréncia de contaminagéo, devido a
adaptacdo a um novo ambiente ser menos brusca (BOSCO et al., 2020).

Os microrganismos inseridos devem atuar em sinergia com as espécies
autoctones, de forma a interagir positivamente nos processos biogeoquimicos
naturais (CARDOSO, 2016). O bioaumento pode ser empregado em diferentes
formas, como fitoaumento e bioaumento da rizosfera, a técnica da fitorremediacao
aliada com o bioaumento, tendo resultados importantes na taxa de degradagao de
compostos organicos (GARRIDO et al., 2019).

Os microrganismos utilizados na bioaumentagcdo sdo exdégenos (aloctones),
previamente estudados, que possuem capacidade de degradar o poluente em
questdo, e entdo sdo inseridos no ecossistema de interesse. Esses microrganismos
podem prosperar no novo habitat ou ndo. Os microrganismos autdctones também
podem ser utilizados por meio do aumento da populagdo dos mesmos, que ao passo
do aumento da populagdo microbiana, aumenta-se também a taxa de biodegradacéo
do poluente (GAYLARDE et al., 2005; ANDRADE, et al., 2010). Entretanto, espécies
exdgenas utilizadas na bioaumentagcdo podem ter dificuldade em prosperar e atuar
na biodegradagéo, pois o estresse causado pelos fatores abidticos pode culminar na
decadéncia da populacéo inserida (KEBEDE et al., 2021).

Dentro do ramo da bioaumentagdo, existe a possibilidade de imobilizagcéo
celular (IC), uma pratica muito utilizada para a biorremediacédo de diversos produtos
quimicos toxicos (DAS et al, 2011). A IC é uma alternativa que possibilita a
engenharia da estrutura morfolégica dos microrganismos, de forma a preservar a

atividade catalitica desejada. A IC consiste na imobilizagao fisica das células em um
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suporte fisico, no qual as atividades cataliticas sdo mantidas, tanto em processos
continuos, como descontinuos, possibilitando a sua reutilizacdo. O uso de
microrganismos imobilizados (MI) gera maior produtividade devido a concentragao
de células (COVIZZ] et al., 2007).

Um estudo realizado por Wilson et al. (1996) utilizou Pseudomonas spp.
imobilizadas e uma suspensao de células livres para a degradagao de gasolina, em
sistema aquoso, constatou que houve maior interagao entre a célula imobilizada com
as goticulas de hidrocarbonetos do que com as células livres, ocorrendo o aumento
da producdo de ramnolipideos, que sao surfactantes de origem microbiana
pertencentes a classe dos glicolipideos, produzidos pelas Pseudomonas. O aumento
de ramnolipideos proporcionou maior dispersao dos n-alcanos insoluveis em agua,
facilitando a absorgao dos hidrocarbonetos pelas células. Estudos comprovam que a
imobilizagdo de células bacterianas aumenta a taxa de biodegradagédo do petréleo
cru por exemplo, quando comparado com células vivas livres (DAS et al., 2011;
WILSON et al., 1996).

Ha estudos de bactérias imobilizadas em grénulos de alginato para degradar
hidrocarbonetos, e os resultados demonstraram que a biodegradagao nao diminui ao
longo do tempo, uma caracteristica muito mencionada e evitada na biorremediagéo,
pois a taxa de degradacgéo tende a se equalizar com o tempo (DAS et al., 2011,
DIAZ et al., 2002).

Alguns problemas inerentes ao uso da biorremediagdo podem ocorrer durante
0 processo, como por exemplo: a contaminagdo pode conter mais de um tipo de
poluente, de classes quimicas diferentes, havendo a necessidade de diferentes
microrganismos capazes de degradar tais moléculas; a concentracdo do poluente
pode ser inviavel ao meio ambiente, mas baixa para ativar as vias metabdlicas dos
microrganismos, sendo também baixa quantidade de carbono para o crescimento de
microrganismos (GAYLARDE et al., 2005; KEBEDE et al., 2021). Esses problemas
podem ser solucionados por meio dos microrganismos geneticamente modificados,
os OGMs, em que a manipulagdo genética dos microrganismos acarreta o aumento
das taxas de biorremediacdo em ambientes contaminados. Porém, apesar dos
ganhos que os OGMs podem trazer a ciéncia, ha algumas preocupag¢des quanto a
seu uso, como qual o impacto que esses microrganismos modificados podem causar

ao meio ambiente, e quais relacbes da fauna e flora que novas populacdes
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microbianas podem alterar. Essas e outras questdes ainda s&o indagadas e estudas
por muitos cientistas (GAYLARDE et al., 2005).

Devido as interagdes entre os microrganismos, a estratégia de bioaumento
necessita conhecimento sobre as interagbes que os microrganismos indigenas e os
nao indigenas terdo, pois ha competicgdo por nutrientes. Além disso, possiveis
efeitos antagbnicos, como uma espécie inibir a propagacéo de outra espécie, pode
diminuir a taxa de biodegradagdo. As bactérias Thalassolituus, conhecidas como
degradadores de oleo, produzem metabdlitos capazes de inibir o crescimento de
outras bactérias degradadoras de oOleo também. Portanto, a escolha da espécie
microbiana do bioaumento deve ser baseada no estudo preliminar da
interdependéncia entre espécies, de forma que possuam efeito sinérgico, para a
completa biodegradagcdo do poluente de interesse (KEBEDE et al., 2021). Além
disso, a adicdo de mais de uma comunidade de microrganismos pode gerar
competicdo pelos recursos do solo, ou mudar a proporgdo de nutrientes (C:N:P),
levando ao declinio da concentragédo populacional capaz de biodegradar o poluente
(CURIEL-ALEGRE et al., 2022).

2.2.4 Bioventilagao

A técnica de bioventilagdo € um artefato dentro da biorremediacao, utilizada
como um complemento da remediacdo que introduz ou ndo um grupo de
microrganismos de interesse. Faz-se a adicdo de oxigénio ou gas metano, nos
espagos vazios do solo, com o objetivo de estimular o crescimento dos
microrganismos degradadores do poluente o qual se pretende remediar. A inser¢cao
de ar no solo auxilia na atividade aerobica dos microrganismos, fornecendo
condigbes de oxigenacdo adequadas para uma degradacéo eficiente (REGINATTO
et al., 2012; CARDOSO, 2016).

Segundo Reginatto et al. (2021), a bioventilagdo pode aumentar em até 23%
a taxa de degradagao do oleo diesel em solo argiloso e ndo ha diferenga significativa
nas taxas de degradagao em diferentes vazdes de ar (2, 4 e 6 L/min), em intervalos
de tempos distintos de 1h de ventilacdo a 24h, 36h e 48h. Portanto, a vazao e tempo
em que o ar € introduzido ao solo nao interferem no resultado na técnica.

A disponibilidade de oxigénio na pratica de biorremediacédo € necessaria para

estimular biorremediagdo aerobica ou aerdbica facultativa, pois o oxigénio atua
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como aceptor final de elétrons. Esta funcionalidade do oxigénio como reagente
quimico € de suma importancia nas vias metabodlicas de degradagédo dos poluentes
aromaticos (KEBEDE et al., 2021).

2.2.5 Fitorremediagao

A fitorremediacao € um método de descontaminacao que utiliza plantas com a
capacidade de absorver contaminantes presentes no solo, como pesticidas, metais
pesados, etc. Para ser uma técnica com boa eficiéncia, é necessario que as plantas
utilizadas tenham taxa de crescimento alta, possuam sistema radicular profundo e
que sejam resistentes ao poluente (COUTINHO et al., 2015). Ha algumas variagdes
de fitorremediagao, dentre elas: i) fitoextragdo, em que o contaminante fica retido no
tecido vegetal; ii) fitotransformacé&o, em que a planta degrada o contaminante, e
pode utiliza-lo em sistemas soélidos ou liquidos; iii) fitoestimulagdo, em que os
microrganismos capazes de degradar o poluente se encontram na rizosfera da
planta; iv) fitoestabilizagdo, em que as plantas imobilizam o poluente, tornando-o
impossibilitado de migracdo (JACQUES et al., 2007; COUTINHO et al., 2015).

Outra técnica que pode ser utilizada para a biorremediagcdo de areas
contaminadas € a rizorremediagdo. Essa via utiliza de microrganismos nativos da
area contaminada, cujas raizes de plantas existentes no ambiente podem otimizar
atividades cataliticas exigidas no processo de quebras das moléculas de
contaminantes. As plantas de alfafa, por exemplo, podem ter efeito estimulantes a
biorremediagdo, com diminuigdo de 27,91% dos hidrocarbonetos totais (HTP) e um
aumento em trés vezes na concentragdo celular (GARRIDO et al., 2019).

A possibilidade da relagdo simbiotica entre as plantas e os microrganismos
pode beneficiar ambientes poluidos. Bactérias endofiticas tém a capacidade de
estimular o crescimento das plantas por meio da fixagdo do nitrogénio, passivel de
inativar virus que causam doencgas, e, degradar poluentes toxicos as plantas (IQBAL
et al., 2019).

As enzimas AIkB e CYP153, fortemente associadas a degradagao de
compostos organicos, apresentam eficiente degradacao na rizosfera e no interior de
plantas, comprovando que a interagdo das plantas e bactérias podem gerar
beneficios além do usual. Este fato € comprovado devido ao aumento dos genes
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AlkB em plantas inoculadas com Pseudomonas sp., quando expostas a
contaminagao de hidrocarbonetos (IQBAL et al., 2019).

De acordo com Igbal et al. (2019), plantas das espécies Lolium perenne e
Arabidopsis thaliana, inoculadas com bactérias Pseudomonas sp., em que Oleo
diesel foi adicionado as bolsas de germinagdo de sementes, tiveram satisfatorio
papel na degradacdo do oleo em relagcdo ao controle da mesma planta sem a
inoculacdo da bactéria. Os estudos comprovaram que a L. perenne inoculada
removeu 45,60% de HTP apdés 20 dias de exposigdo ao contaminante, em
contrapartida, o grupo controle obteve remocao de 2%, diminuicdo atribuida as
perdas abidticas.

2.2.6 Landfarming

A técnica de landfarming € um método simples, e muitas vezes utilizada como
estratégia de descontaminacéo primaria. E uma técnica que vem sendo utilizada na
biorremediagdo de antigas bases militares contaminadas na Coréia do Sul (KIM et
al., 2022). Ela resulta na biodegradagédo de residuos em uma camada superior de
solo, que é periodicamente revolvida para promover a aeracdo € o aumento da
atividade biolégica, com consequente descontaminagdo ou diminuicdo da
quantidade de contaminante no solo (JERONIMO et al., 2014). A pratica inclui a
escavacao da area contaminada, espalhamento do solo e irrigacdo por asperséo
periddica. A acao do landfarming pode acelerar a volatilizagdo dos hidrocarbonetos,
promover a oxigenagdo, resultando no estimulo da atividade microbiana na
degradacéao (KIM et al., 2022).

A técnica de landfarming permite a estimulacdo da microbiota natural da
matriz de solo poluida através da mistura fisica comum, com baixo valor energético,
baixo custo e gerar pouca ou baixa geragdo de impacto ao meio ambiente
biorremediado (MACCI et al., 2021).

Esta técnica é baseada na adigdo de contaminantes ou rejeitos contaminados
na superficie de um solo ndo contaminado, para que haja estimulagdo da
degradagdo. Nesse processo € viavel que o solo seja primeiramente
impermeabilizado do solo abaixo da linha de aeracgao e inclinagdo do terreno, com o
objetivo de espalhamento do contaminante pelas laterais e ao longo da

profundidade. Além disso, € mandatério haver bom distanciamento de vias fluviais e
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lencgol freatico profundo. Esta técnica de biorremediacdo é muito utilizada para a
despoluicdo de residuos da industria petrolifera (CARDOSO, 2016).

Segundo estudos de Kim et al. (2022), a volatilizacdo de fragbes dos
hidrocarbonetos ocorre mais aprimoradamente nos primeiros dias do processo da
biorremediagao, periodo no qual os microrganismos existentes no solo contaminado
estdo em fase de adaptagdo. Em alguns experimentos em que foram estudadas as
fases do poluente ao longo da biorremediagao, notaram que a velocidade com que a
biorremediagdo ocorre é dividida entre rapida degradagao, seguida de degradagao
mais lenta, proximo a estabilidade, e a degradagéo prolongada, restando as fases

mais recalcitrantes do poluente (MACCI et al., 2021).

2.3 MICRORGANISMOS

Microrganismos autoctones ou aloctones degradam compostos xenobioticos
no ambiente, transformando-os em produtos menos recalcitrantes ou realizando a
mineralizagado, gerando CO2, H20, NH3, SO;~ e PO;~ como produtos finais. O
sistema microbiano na biorremediacdo é capaz de reciclar moléculas da biosfera,
atuando em ciclos biogeoquimicos. Sua diversidade metabdlica com diferentes vias
enzimaticas permite a degradacdo de diversos poluentes, onde produtos
metabdlicos de um microrganismo podem ser substratos para outro, gerando
sinergismo metabdlico e possibilitando a degradacédo de diferentes contaminantes
ambientais (GAYLARDE et al., 2005).

O solo é habitat de milhdes de microrganismos, e diferentes espécies se
adaptam as fontes de energias presentes no local. Ha estimativas que em um grama
de solo podem ser encontradas 600 milhdes de bactérias, divididas entre 15 mil a 20
mil espécies distintas. Desse total, em solo onde ha contaminagdo por
hidrocarbonetos, 1% da populacdo é capaz de degradar os poluentes. Tem-se
conhecimento que o solo quando contaminado possui maior quantidade de
microrganismo do que o solo ndo contaminado, porém com diversidade menor
(GONZALEZ et al., 2010). A disponibilidade e abundancia de espécies estdo
intimamente relacionadas com a natureza do poluente e os fatores fisicos do local
contaminado. A ocorréncia de microrganismos habeis na biodegradagao € prioritaria
nas agdes de corregcdo que visam a eficiéncia do processo de descontaminacao
(KEBEDE et al., 2021).
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As bactérias se adaptam e sobrevivem nas mais diversas condigdes
ambientais, devido a algumas caracteristicas como: crescimento rapido,
versatilidade metabdlica, plasticidade genética e adaptagdo a variagbes do meio.
Essas adaptagdes aos mais diversos ambientes sdo o que viabilizam muitas
espécies microbianas em utilizar os poluentes encontrados no meio como substrato
de crescimento, por meio da degradagao, utilizando-os como fonte de carbono e
energia (TONINI et al., 2010). Ha enzimas capazes de catabolizar moléculas
especificas, dentro deste contexto, os microrganismos sao capazes de criar
consércios, em que cada espécie atua em etapas distintas no processo de
biodegradagao (GAYLARDE et al., 2005).

Ha diferentes classes de microrganismos capazes de degradar poluentes,
principalmente o petrdleo e seus derivados. As bactérias sdo os agentes mais ativos
na degradacgédo primaria de petroleo no meio ambiente. Tem-se conhecimento de
que diversas bactérias degradam hidrocarbonetos para que estes assumam papel
nutritivos a elas. Existe um compilado de diversos géneros de bactérias e fungos
capazes de degradar hidrocarbonetos (DAS et al., 2011).

A degradagdo dos poluentes pode ocorrer de forma aerdbica e
anaerobicamente, em que diversas vias metabdlicas podem existir conforme a
espécie do microrganismo encontrado. Na biodegradagdo exercida por
microrganismos anaerobios, s&o utilizados outros elementos como aceptores finais
de elétrons, em substituicdo ao oxigénio, tais como compostos inorganicos oxidados
(NO3~,50%27,C0,), na respiragdo anaerdbica, e compostos organicos (piruvato,
acetaldeido, metano), na fermentagdo (CARDOSO et al., 2016). Porém, de acordo
com Diaz et al. (2004), a mineralizagdo de produtos derivados do petroleo é
intensificada em condigdes aerobicas, em que ocorre a atividade metabdlica
microbiana apenas na presenga de oxigénio, que atua como aceptor final de elétrons
na cadeia transportadora de elétrons durante a respiragao celular, produzindo agua
(CARDOSO et al., 2016).

A biorremediagado anaerdbica pode proporcionar a degradagédo de poluentes
organohaldides, como por exemplo, o hexaclorobenzeno (HCB), o triclorometano
(TCM) e o bifenilos policlorados (PCBs). A desalogenagao de varios componentes &
possivel por meio da agdo da bactéria Dehalococcoides, isolada de agua
subterranea contaminada. Esta bactéria possui enzimas capazes de converter

etenos clorados em etano (KUMAR, 2021). Em vias metabdlicas anaerobicas, os
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poluentes compostos por hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos podem ser
oxidados a compostos fendlicos ou acidos organicos, posteriormente transformados
em cadeias longas de acidos graxos, com posterior transformagdo em metano e
didxido de carbono (KEBEDE et al., 2021).

Os fungos desempenham um papel importante na biorremediagcéo, sendo
chamada de micorremediagdo quando mediada por esses organismos. Na floresta,
eles tém uma funcdo fundamental na decomposicdo de matéria organica,
produzindo enzimas e acidos que quebram celulose e lignina para formar o humus,
essencial para o crescimento das plantas. Os fungos também s&o capazes de
realizar a biossor¢ao de metais em solugbes aquosas, utilizando trocas ibnicas e
formagao de complexos com grupos funcionais da superficie celular (KUMAR, 2021).
Alguns fungos, como o Phanerochaete chrysosporium, foram capazes de degradar
HPAs em solo, espécies comuns em solo incluem Trichoderma, Mortierella,
Aspergillus e Penicillium (LEAHY et al., 1990).

Miranda et al. (2007) realizaram um trabalho em que as cepas de leveduras
UFPEDA 845 e UFPEDA 862, identificadas como Rhodotorula aurantiaca e Candida
ernobii, respectivamente, foram avaliadas na degradagdo de dleo diesel em fase
aquosa. Em ambas as cepas, notou-se aumento da biomassa, com crescimento
mais lento para C. ernobii. Houve a coincidente diminuicdo do pH para as duas
cepas, indicando aumento da produgéo de acidos organicos, produtos intermediarios
da biodegradacao dos hidrocarbonetos. Na degradagao dos hidrocarbonetos, foram
obtidas maiores taxas de biodegradacgéo para a R. aurantiaca, com porcentagens de
degradagéao para decano — 93,0%, nonano — 38,4% e dodecano — 22,9%. Enquanto
que para C.ernobii houve total degradacdo para o tetradecano, 5-metil-octano e
octadecano, com parcial degradagao do decano — 60,8% e nonano — 21,4%.

De acordo com Hanson et al. (1997), as bactérias Acinetobacter sp. isoladas
de lodo de refinaria de petréleo bruto, foram capazes de degradar petréleo bruto da
cidade de Bombaim na india. Um experimento em laboratério constatou 70% de
degradacgéao de petroleo em fase aquosa contaminada com 0,5% do 6leo, por 120 h
de incubagao. Ja em solo, foi verificado o aumento de 4,5 vezes o numero de células
ao longo de 30 dias de incubagdo, com aumento de 80% de germinagdo de
sementes do feijdo Mung em oposicéo a 35% de germinagdo no solo nao tratado,
fato que pode ser atribuido a diminuigdo da fitoxicidade do dleo bruto devido a
degradagéo do contaminante.
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Bactérias dos géneros Brevibacterium, Aeromicrobium, Dietzia, Burkholderia e
Mpycobacterium, assim como as Sphingomonas, s&o capazes de degradar
hidrocarbonetos. Fungos dos géneros Amorphoteca, Neosartorya, Talaromyces e
Graphium, e leveduras dos géneros Candida, Yarrowia e Pichia também
demonstraram eficacia na degradagcdo de hidrocarbonetos presentes em solos
contaminados por petréleo (DAS et al., 2011).

De acordo com os estudos de Garrido-Sanz et al. (2019), ha uma
predominéncia dos géneros de Pseudomonas, Aquabacterium e Chryseobacterium
em solo contaminado com 6leo diesel em processo de biorremediacao, com 27,01%,
22,36% e 15,34%, respectivamente. No sequenciamento, também foram
identificados  Sphingobium, Novosphingobium, Dokdonella, Parvibaculum e
Achromobacter, 5,2%, 3,65%, 3,29%, 3,24% e 2,45% de abundancia relativa,
respectivamente. A presenga das Pseudomonas € um dos géneros mais relatados
como responsaveis pela biodegradacdo em solos contaminados com
hidrocarbonetos (GARRIDO-SANZ et al.,, 2019). Estas tém sido consideradas
grandes degradadoras de poluentes organicos, com potencial para degradar
benzeno, tolueno, xileno, 6leo diesel, querosene, petréleo bruto e borra de 6leo
(IQBAL et al., 2019).

2.3.1 Parametros que influenciam na biodegradagao

Alguns parametros fisicos influenciam o crescimento dos microrganismos
degradadores, tais como temperatura, luz, nutrientes, ou seja, ha parametros
considerados 6timos para o crescimento do microrganismo (GAYLARDE et al., 2005;
CURIEL-ALEGRE et al., 2022). Os ambientes como solo e sedimentos sao
considerados complexos para a biorremediagao, pois tendem a adsorver moléculas
por meio da atragcdo de cargas opostas, e assim a biodisponibilidade do poluente,
prejudicada. Em lugares de temperaturas baixas, a atividade microbiana pode néo
ser estimulada, resultando em baixa taxa de degradagao de poluentes (GAYLARDE
et al., 2005).

Existem parametros que influenciam no crescimento microbiano degradador,
tais como: nutrientes disponiveis do meio, o pH, a umidade, a oxigenagéo, o

potencial redox do meio e a composi¢cao e estrutura do poluente. Se houver
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presenca de metais pesados, estes podem interagir com as enzimas dos
microrganismos, inibindo a capacidade degradativa (GAYLARDE et al., 2005).

A corregdo do pH é geralmente requerida em solo muito acidos, pois este é
um parametro que altera a atividade microbiana, pois as bactérias tém seu
metabolismo plenamente em funcionamento em pH neutros, ligeiramente alcalinos.
O pH considerado ideal para a degradagéo de hidrocarbonetos é entre 5,2 - 7,0, ha
trabalhos que evidenciaram o pH até 8 como ideal para biodegradacéo. Sabe-se que
o pH afeta solubilidade dos minerais no solo, tendo impacto na disponibilidade dos
nutrientes (CARDOSO et al., 2016; KEBEDE et al., 2021).

A alta taxa de salinidade pode dificultar a estratégia da biorremediagédo. A
salinidade gera estresse aos microrganismos, aumenta a pressao osmotica,
alterando a dinamica de transportes de ions essenciais, com consequente
diminuicdo da atividade metabdlica. Em ambientes salinos contaminados por
derivados do petroleo, as bactérias halofilicas possuem habilidade de adaptacao,
com potencial de sobrevivéncia, com eficiente biodegradacdo dos hidrocarbonetos
(KEBEDE et al., 2021; DE MELO et al., 2008).

A limitacdo de umidade no solo prejudica consideravelmente a atividade
microbiana na mineralizagdo dos poluentes, pois 0s microrganismos necessitam de
uma quantidade satisfatoria de agua para degradagédo, uma vez que a presenga de
umidade favorece a movimentagdo dos microrganismos, dos nutrientes e do
contaminante (BAPTISTA et al., 2003). A oxigenagdo minima para estimular a
biorremediacado aerdbica fica entre 10 e 40%, sendo esta via a mais eficiente na
degradacgao dos hidrocarbonetos. O tempo de incubagdo necessario para degradar
compostos organicos anaerobicamente é substancialmente mais alto, levando cinco
vezes mais tempo para degradar uma porcentagem menor de poluente (KEBEDE et
al., 2021).

Os nutrientes sao essenciais para o estimulo e crescimento microbiano.
Dentre os elementos essenciais, estdo o carbono, o elemento em maior abundancia
em toda estrutura celular. Os microrganismos presentes no solo representam quase
a totalidade de fragao viva de matérias organica, e por meio das transformagdes do
carbono com os processos de mineralizagdo, imobilizacdo e da formagdo dos

humus, a matérias organica € utilizada como fonte de energia. A disponibilidade do
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carbono proporciona a atividade microbiana e, consequentemente, a reciclagem dos
nutrientes do ecossistema (CARDOSO et al., 2016).

O nitrogénio € um elemento essencial ao metabolismo microbiano, além de
sintese de biomoléculas, como proteinas e seus derivados, e os acidos nucléicos. A
demanda por nitrogénio para o crescimento bacteriano € a segunda maior, apés a
demanda do carbono. O nitrogénio é geralmente o elemento limitante no solo,
podendo ser encontrado na forma orgénica e inorganica; sua suplementagdo é
necessaria e, geralmente € realizada por meio de fertilizantes agricolas. O N
organico é encontrado na fragdo proteica da matéria organica, fracdo esta que os
microrganismos conseguem facilmente mineralizar. Ja na forma inorganica, o N
pode ser encontrado em forma de aménio, nitrito, nitrato, sendo estes passiveis de
ciclagem através de diversas transformagdes realizadas por microrganismos e
plantas (CARDOSO et al., 2016).

O fosforo tem papel nos processos de sintese de ATP, fonte de energia
celular. Além disso, atua na fotossintese e respiracédo, e participa da estrutura e
formacdo de acidos nucléicos, membrana celular, rea¢des redox, ativagcdo e
desativacéo de enzimas. O fosforo € encontrado no solo em sua forma orgénica, em
po, tendo alta tendéncia a se adsorver em 6xidos contidos no solo, tornando o solo
pobre neste nutriente (CARDOSO et al, 2016). Ja o potassio, € o elemento
responsavel pela sintese e regulacdo enzimatica, controle hidrico, sinalizagado
celular, entre outras fungdes (DIAS et al., 2020).

A estrutura quimica do composto é um fator critico na biorremediacao.
Poluentes que possuem em sua estrutura molecular a presenga de grupos quimicos,
tais como: -NOz, -SO3H, CN, -CHs, -CF3, -NH2, -OCH3 e radicais na cadeia de
hidrocarbonetos, podem interferir na distribuigdo eletrénica da estrutura molecular, o
que afeta a catalise enzimatica, conferindo a molécula do poluente maior carater
recalcitrante. Detergentes sintéticos sulfonados sdo exemplos do impacto ambiental
que pode ser causado por esses compostos que entre os anos 1960 a 1970,
provocaram seérios impactos ao meio ambiente devido a formacado de espessas
camadas de espuma sobre os rios, provocando a morte de muitos peixes
(GAYLARDE et al., 2005).

Em contrapartida, a similaridade dos poluentes com moléculas naturais
favorece sua degradacdo devido a baixa especificidade das enzimas

catabolizadoras. Assim, a estrutura do poluente € reconhecida pela enzima em seu
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sitio ativo, levando a sua transformagdo quimica. Durante a rota catabdlica
enzimatica, o poluente é convertido em fonte de nutrigdo para o microrganismo,
integrando-se ao metabolismo construtivo e energético. Bactérias metabolizam
naturalmente moléculas como lignina, benzenos, esterodides, terpenos e compostos
halogenados no ambiente (GAYLARDE et al., 2005).

A Dbiodisponibilidade € crucial na degradagdo de poluentes. Moléculas
apolares, como derivados de petroleo, sao de dificili metabolizagdo pelos
microrganismos. Alguns microrganismos produzem surfactantes para tornar os
poluentes soluveis e acessiveis as células. Os HPAs representam um desafio
complexo para biorremediacéo, pois podem ser absorvidos pelo solo ou formar uma
fase solida, dificultando a acdo dos microrganismos (GAYLARDE et al., 2005;
ZHANG et al., 1997).

A composicéo quimica do 6leo diesel varia de acordo com a regido da qual o
petroleo é extraido. Diante desta variacdo, consoércios microbianos capazes de
degradar hidrocarbonetos podem ter alteragbes em sua efetividade, podendo
crescer mais ou menos em diferentes meios, como € o caso do fenantreno, que
proporcionou um rendimento muito baixo para o consoércio bacteriano formado por
Pseudomonas, Aquabacterium, Chryseobacterium, Sphingobium, Novosphingobium,
Dokdonella, Parvibaculum e Achromobacter, sendo considerado um hidrocarboneto
pobre de carbono biodegradavel, que poderia ser fonte de energia para as bactérias
(GARRIDO-SANZ et al., 2019). Em relagc&o ao padrao de crescimento, neste mesmo
consércio, observaram-se curvas de crescimento polifasicas, explicada pela
sucessao das populagdes, devido as variagdes de parametros, componentes mais
OU menos acessiveis ao metabolismo a depender da via metabdlica existente em
diferentes bactérias, podendo estar relacionado ao co-metabolismo, em que um
grupo de bactérias pode biodegradar parte do poluente, ndo utilizando este como
fonte de carbono e energia, porém esse subproduto ser mineralizado por outro grupo
de bactérias (GAYLARDE et al., 2005).

O processo de biotransformagdo dos derivados do petréleo é regido por
diversos géneros de bactérias, esses microrganismos cujo papel € essencial no
destino e degradacédo dos hidrocarbonetos nos ecossistemas, tais bactérias s&o
denominadas como hidrocarbonoclasticas. Com o processo de adaptacdo ao
ambiente contaminado com moléculas hidrofobicas, muitas dessas bactérias s&o

capazes de produzir biossurfactantes, permitindo que os hidrocarbonetos sejam
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usados como fontes de carbono e energia (YALAOUI-GUELLAL et al., 2020). De
acordo com OBA et al. (2022), as hidrocarbonoclasticas investigadas em solo
provenientes de refinaria artesanal na Nigéria, eram coliformes gram-negativos.
Entre as espécies isoladas, continha: Escherichia coli, Klebsiella sp., Lactobacillus
sp, Enterobacter sp, Serratia sp. e Proteus sp.

Na biorremediagao, o co-metabolismo é um fendmeno em que um poluente é
parcialmente degradado sem servir como fonte nutritiva para o microrganismo. No
entanto, o produto resultante do co-metabolismo pode ser usado como substrato por
outra espécie microbiana, permitindo a mineralizacdo do poluente. O co-
metabolismo é relevante, pois € raro que uma unica espécie de microrganismo
possua todas as enzimas necessarias para a completa metabolizacdo de um
contaminante (GAYLARDE et al., 2005). A biodegradacao das fragbes pesadas dos
derivados do petréleo pode ser estimulada pelo co-metabolismo, especialmente em
misturas de diesel/biodiesel (REGINATTO et al., 2012).

Em casos mais complexos de contaminagdo, os consoércios microbianos,
devido a sua diversidade metabdlica, sdo mais eficientes na degradagdo de
substratos diversos, tornando o processo mais rapido e completo (KEBEDE et al.,
2021). Além disso, a troca de material genético entre microrganismos da mesma
espécie ou ndo, especialmente via plasmideos, dissemina enzimas capazes de
degradar moléculas recalcitrantes no ambiente. Essas trocas genéticas podem gerar
microrganismos aptos a degradarem diferentes poluentes (IVANOVA et al., 2022,;
GAYLARDE et al., 2005).

2.3.2 Vias metabdlicas de biodegradacao

O solo possui uma infinidade de microrganismos produtores de diversas
enzimas, tais como oxirredutases, hidrolases, isomerases, liases e as ligases, em
gue cada uma delas possui sua fungao no bioma como um todo. Essas enzimas sao
responsaveis pela conversdao de matéria organica em fonte de nutrigdo e energia
aos microrganismos do solo. As enzimas mais importantes do solo sdo as
desidrogenases, utilizadas como indicadoras de presencga e atividade microbiana no
solo, pois todos os microrganismos vivos as possuem (CANUTO, 2012).

Sabe-se que desidrogenases ativas podem utilizar o Oz(g) e outros compostos
como aceptores de elétrons terminais, apesar de serem fortemente produzidas pelos
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microrganismos anaerobios. A atividade metabdlica das enzimas desidrogenases
(dehydrogenase activity — DHA, em inglés) refletem a capacidade metabdlica do solo
e sua atividade bioquimica pode ser considerada proporcional a biomassa dos
microrganismos encontrados no solo, com excegao dos sistemas complexos em que
0s microrganismos sao envolvidos na degradagcéo de compostos organicos diversos
(CANUTO, 2012).

As atividades das DHA podem ser estimuladas por fatores que influenciam
sua atividade bioquimica, entre eles sao: i) umidade do solo — a disponibilidade de
agua afeta a atividade microbiana, as relacdes microbianas do meio e,
consequentemente, suas atividades enzimaticas - (CANUTO, 2012); ii) oxigenagéo
do solo, de acordo com Monticeli et al. (2018), a aeragdo do sistema é um fator
primordial na biorremediagdo do solo contaminado com o6leo diesel B5, para os
tratamentos com atenuacdo natural, bioestimulacdo e bioestimulacdo com
bioaumentagéo.

As bactérias do género Pseudomonas, em condicdo de aerobiose, iniciam a
metabolizacdo de uma molécula de hidrocarboneto utilizando o oxigénio como co-
substrato nas reagdes de hidroxilagdo terminal ou subterminal (IVANOVA et al.,
2022). Grande parte dos derivados do petroleo pertencem a classe dos n-alcanos,
gue sao moléculas pouco reativas, devido a baixa polaridade. Porém, em presenca
de oxigénio, os microrganismos podem ativa-las, por meio da oxidagdo dos grupos
metil terminal ou subterminal, produzindo a partir desta reagdo, o alcool e a agua
(DA SILVA, 2010).

Um dos metabolismos mais utilizados para o entendimento da degradagao
dos n-alcanos é chamado via Alk. A via Alk é formada por um conjunto de enzimas:
uma alcano hidroxilase transmembrana (AlkB), um alcool desidrogenase (AlkJ), um
aldeido desidrogenase e uma acil-coenzima (AlkK), exposto na Figura 1 (DA SILVA,
2010). Nesta via, o n-alcano é oxidado a alcool pela AIkB, uma proteina de
membrana integral, chamada também de alcano monoxigenase, que tem a
finalidade de inserir um atomo de oxigénio molecular em ligagbes terminais carbono-
hidrogénio de n-alcanos (LU et al., 2021). A via aerébica de metabolizag&o aerobica
também pode utilizar as dioxigenases, incorporando dois atomos de oxigénio a
molécula de alcano. A maioria dos microrganismos utilizam a enzima monoxigenase
para oxidar os alcanos ao alcool correspondente, posteriormente oxidado a aldeido
e a acido graxo, seguindo para finalizagdo da metabolizagdo no ciclo de Krebs
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através da oxidacdo B (KEBEDE et al., 2021). A enzima rubredoxina soluvel AIKG,
cuja reducdo ocorre pela enzima rubredoxina redutase AIKT, desempenha a fungéo
de doadora de elétrons para a AlkB (LU et al., 2021). O alcool formado é convertido
a aldeido, e entdo em um acido graxo correspondente. A coenzima A ligada ao acido
graxo passa pela B-oxidagao, formando a acetil-CoA (IVANOVA et al., 2022).

Figura 1 - Esquema da via metabdlica Alk em Pseudomonas putina
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Fonte: Adaptado de Da Silva (2010)

O estudo taxondmico realizado por Garrido-Sanz et al. (2019), identificou
enzimas responsaveis pela degradagéo de hidrocarbonetos em géneros de bactérias
estudadas na degradacdo do oleo diesel. A proteina AIkB foi encontrada em
Pseudomonas, Sphingomonas, Sphingobium e Aquabacterium. Outra enzima
alegada em seus estudos foi a LadA, uma flavoproteina monooxigenase,
responsavel por inserir um atomo de oxigénio em alcano de cadeia longa; esta
proteina foi principalmente atribuida as Pseudomonas, Cupriavidus e
Sphingomonas. A enzima AIkB é comumente encontrada em grande parte das
bactérias, algumas espécies de bactérias Gram-negativas ou positivas podem
possuir dois ou mais genes AIkB redundantes. Além disso, a proteina CYP153,
responsavel pela hidroxilagdo de alguns alcanos, foi observada nos géneros
Parvibaculum, Sphingobium e Cupriavidus (IQBAL et al., 2019; GARRIDO-SANZ et
al., 2019).

Com base nos estudos realizados por Garrido-Sanz et al. (2019), os

microrganismos responsaveis pela hidroxilagdo inicial dos alcanos s&o as
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Pseudomonas, Aquabacterium, bactérias da familia Sphingomonadaceae e
Achromobacter, sendo que a enzima hidroxilase dos tipos AlkB, LadA e CYP15 sao
muito abundantes nas Pseudomonas e Sphingomonadaceae. Estes géneros de
bactérias podem realizar a oxidagao terminal e subterminal, ou oxidagao biterminal
de diferentes hidrocarbonetos alcanos. Ja a oxidacdo do HAPs é realizada pelas
Sphingomonadaceae, fato evidenciado pela presenga de naftaleno 1,2 -
dioxigenases.

As vias metabodlicas para a degradagcdo aerdobia dos hidrocarbonetos
aromaticos ocorrem por meio de algumas vias-chave que sao intermediarias do ciclo
de Krebs. A degradacéo do benzeno, tolueno, naftaleno, bifenil e outro HPAs, ocorre
inicialmente a partir da clivagem do anel aromatico, catalisadas pelas enzimas tipo
RNHO (oxigenase n&o-ferro heme dependente) (IVANOVA et al, 2022). Os
hidrocarbonetos de alto peso molecular, contendo quatro ou mais anéis aromaticos,
como o pireno, crisenos, fluoranteno, sdo mais dificeis de se serem biodegradados,
do que os alcanos nao ramificados e HPAs mais leves, como o naftaleno,
fenantreno, fluoreno e antraceno (GARRIDO-SANZ et al., 2019; KEBEDE et al.,
2021). Numa escala de compostos de maior facilidade de biorremediacdo para
menor facilidade estdo: hidrocarbonetos de n-alcanos, alcanos ramificados,
aromaticos de baixo peso molecular, alto peso molecular de hidrocarbonetos
aromaticos e asfaltenos (KEBEDE et al., 2021).

Os compostos HPAs mais leves, geralmente sdo metabolizados inicialmente
com a adicdo de oxigénio molecular no nucleo aromatico, catalisado pela
dioxigenase hidroxiladoras de anel. A partir deste passo, sdo formados os
diidrodidis, que sao desidrogenados, em seguida meta-clivados mediante a agdo das
dihidrodeol desidrogenase, com a formagao de produtos de clivagem de anel que
seguem outras vias metabdlicas para conversdo de aromaticos intermediarios
(GARRIDO-SANZ et al., 2019).

A biodegradagéo do naftaleno, um dos compostos aromaticos encontrados no
oleo diesel, é iniciada por meio da via metabdlica intermediada pela enzima
naftaleno 1,2-dioxigenase, a NahA. Esta enzima participa da quebra de alguns
HPAs, tais como: antraceno, fenantreno e o fluoreto. A biodegradagao destes
compostos € iniciada pela hidroxilagdo do anel, formando intermediarios como o
catecol, gentisato e o protocatechuate, que apds serem oxidados, seguem para as
principais vias de degradacao aromatica (GARRIDO-SANZ et al., 2019).
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Os genes, de uma forma geral, codificam enzimas especificas para a
degradagdo de alguns compostos de hidrocarbonetos. Alguns microrganismos
possuem vias metabdlicas capazes de digerir hidrocarbonetos alifaticos, enquanto
outros, degradam aromaticos monoaromaticos e/ou poliaromaticos (SHARMA et al.,
2018).

Porém, dados os avangos nos estudos genéticos das bactérias, existem
evidéncias de que algumas espécies de microrganismos sao capazes de degradar
simultaneamente algumas classes de hidrocarbonetos. Isso se deve ao fato de
cepas oxidantes de hidrocarbonetos possuirem tanto genes que codificam enzimas
da via AlkB como também enzimas da via xylE, via envolvida na degradacdo de
hidrocarbonetos aromaticos (FRENCH et al., 2020; IVANOVA et al., 2022;). Os
microrganismos que possuem a enzima dioxigenase para degradar hidrocarbonetos
aromaticos, realizam a fissdo de anel orto ou meta, cujos produtos intermediarios
desta fissdo sao metabolizados por meio do ciclo tricarboxilico, podendo ser
totalmente mineralizado em CO, e H,0 (SHARMA et al., 2018; KEBEDE et al., 2021).

A temperatura influencia as atividades enzimaticas bacterianas, que possuem
uma temperatura considerada 6tima para a regulagcédo. As propriedades quimicas e
fisicas do poluente também sao interferidas pela temperatura, com a diminui¢cao
desta, ha aumento da viscosidade do poluente, por exemplo. Porém, ha populacdes
microbianas com condi¢cdes distintas de metabolismos, como por exemplo, os
psicrofilos: acima de 4 ou 7°C, mesofilos: 6tima entre 20 e 40°C. Temperaturas muito
altas podem diminuir a solubilidade do oxigénio, além de provocar desnaturagédo das
enzimas responsaveis pelas vias metabodlicas de degradagdo dos poluentes. A
temperatura reportada como ideal para a biorremediacédo € entre 30 e 40°C
(KEBEDE et al., 2021).

2.3.3 Biodegradacao

Quando a biodegradagdo dos compostos organicos ocorre de forma
completa, tem-se o que se chama de mineralizagdo. A mineralizacdo é a
transformagao do composto organico em €0, (4, € H,0 (KEBEDE et al., 2021). Uma
das formas de se determinar a eficiéncia do processo de biorremediagédo € por meio
da medida da respiracdo basal da microbiana e, de forma indireta, medir a
biodegradagdo de um sistema em processo de biorremediagcdo (MELLO et al,
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2007). A respiragao basal é definida como todas as fungdes metabdlicas que
possuem como produto final o €O, (4 (SILVA et al., 2007).

No Brasil, a quantificacdo da respiracao basal da microbiota é padronizada
pela norma brasileira NBR 14283 (ABNT,1999). A vidraria utilizada para a captagao
e a quantificagdo do CO,, € o respirdbmetro de Bartha, cuja configuragédo se
consiste em um sistema fechado, composto por dois compartimentos, interligados
por meio de uma alga, como pode ser visto na Figura 2.

Figura 2 - Respirbmetro de Bartha. A: Rolha de borracha; B: Compartimento para
filtro de ascarita; C: Valvula; D: Rolha de borracha; E: Frasco de Erlenmeyer (250
mL); F: Amostra de solo; G: Tampa da canula; H: Céanula (9 entre 1 mm e 2mm),
com canhao Luer; |- Brago lateral (d~40 mm; H~100 mm); J: Solugéo de KOH

Fonte: A Autora (2023)

No compartimento, composto pelas partes A, B, C, D, E e F, ocorre a
biodegradagado do composto orgénico pelos microrganismos nativos ou nao nativos,

com a produgéo de CO, (4. O segundo compartimento, composto pelas partes G, H,
I e J, o local em que o CO, (4 € produzido, € transferido, reagindo com a solugédo de
KOH, (MELLO et al., 2007).

A quantificagéo do €0, 4 pode ser realizada através da titulagdo da solugéo

de hidroxido de potassio KOH;, com solugéo de acido cloridrico HCl;y (MELLO et
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al., 2007). As solugoes de KOH(,y e HCl), possuem molaridade de 0,2N e 0,1 N,
respectivamente, todas com a padronizagdo de serem preparadas com agua
destilada descarbonatada (ABNT,1999).

Entretanto, a quantificagdo do (€0, pode ser realizada pelo método
eletroquimico, por meio da medida da condutividade da solugéo de KOH ;. A medida
que o CO, ) € produzido pela microbiota degradante, este reage com o KOH,

produzindo KZCO3(Z). Devido a proporcionalidade entre a condutividade e a

concentracao de eletrdlitos, € viavel estimar a quantidade de €O, (4 produzida pelos
microrganismos contidos no sistema (STROTMANN et al., 2004; MAZZEO et al.,,
2020).

A reagao que ocorre entre KOH;y € o0 C0O, (4 esta descrita pela Equagao 1
2KOHqy + €Oy, = K,C05, + H,0 Equacéo 1

A medida da condutividade para a quantificagdo do gas carbdnico produzido &
possivel por meio da construgcdo de uma curva analitica, com diversos pontos de
concentragdo e, consequentemente, valores de condutividade (MAZZEO et al,
2020).

Para o calculo da biodegradagao do poluente, admite-se que 50% do carbono
biodegradado (C,) séo transformados em (O, ., portanto, o gas carbonico
quantificado no ensaio respirométrica (C0,,) representa 50% de todo o carbono
biodegradado, e que os 50% restante, se transforam em humus e biomassa,
Equacédo 2. Para o calculo da eficiéncia de biodegradacgao (EB), faz-se a divisao do
total de carbono biodegradado na amostra estudada pela massa de carbono
organico na amostra inicial (C,), Equacao 3 (ABNT,1999).

C, =2xC0y, Equacéo 2
EB (%) = Cb/C Equacéo 3
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2.4 FORMACAO DE BIOFILME MICROBIANO

Os microrganismos empregam varias estratégias para aumentar a
disponibilidade de poluentes hidrofébicos, como a formacgéo de biofilme (ZAHED et
al., 2011). Os biofilmes sdo comunidades bacterianas aderidas em superficie sélida
ou semi-sOlida, em que a principal caracteristica é a produgdo de matriz
exopolimerica. A formag&o de exopolimeros ocorre somente com a disponibilidade
de fonte suficiente de compostos organicos. A fonte de nutriente mais importante
para a formac&o do biofilme é o carbono, além dos macros e micronutrientes, como
nitrogénio e fosfato, obtidos a partir da fonte de carbono ou do meio (DE MELO et
al., 2008).

A formagao do biofiime &€ composta por algumas etapas, que geralmente
envolvem um ou mais espécies microbianas. Inicialmente, ocorre a fixagdo das
células microbianas sobre o substrato, formando o que se chama de filme
condicionante. Ocorre a producdo da matriz extracelular, composta pelas
substancias poliméricas extracelulares (EPS). Ha a adesdo, crescimento e
agregacado dos microrganismos disponiveis por interagdo por receptores, em que
cada novo microrganismos incorporados ao biofilme, pode proliferar pela divisédo
celular (DE MELO et al., 2008; MISHRA et al., 2022).

A utilizacdo de microrganismos capazes de formar biofilme na estratégia de
biorremediagdo de ambientes contaminados pode ser bem-sucedida. Com a
formagao e perpetuagao do biofilme, ha formagdo de uma biobarreira constituida
pela biomassa microbiana, esta massa obstrui os caminhos de fluxo do espaco
poroso, reduzindo assim a condutividade hidraulica e a transferéncia de massa. Este
entupimento dos caminhos permeaveis pode ser utilizado como maneira de prevenir
a migragcdo dos contaminantes (JAMES et al., 2000; CHEN-CHARPENTIER et al.,
2007). Em condicbes em que o sistema possui nutrientes disponiveis, a
consolidagdo de um biofilme pode reduzir substancialmente a condutividade
hidraulica de um meio poroso (CHEN-CHARPENTIER et al., 2007).

A formagdo do biofilme microbiano proporciona condicbes favoraveis de
sobrevivéncia e crescimento, formado por uma espécie ou grupo de microrganismos.
Devido a sinergia entre as comunidades formadoras do biofilme, ha um aumento da
bioacessibilidade das fontes de carbono provenientes dos hidrocarbonetos
poluentes. A polui¢ao resultante de hidrocarbonetos & caracterizada por compostos
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hidrofébicos, os quais possuem uma baixa biodisponibilidade. O biofilme permite a
adaptacdo da comunidade microbiana a essa condi¢gdo, pois com 0 aumento da
biomassa microbiana, ha um aumento da biossorgéo, reduzindo a imobilizacdo do
contaminante (KEBEDE et al., 2021).

Devido a matriz exopolimérica ser composta por polissacarideos, proteinas,
acidos nucléicos, lipidios e substéncias humicas, esta possui uma regulagdo da
hidrofobicidade, biodegradabilidade e das propriedades adsortivas do biofiime. Estas
regulagdes proporcionam ligagdo superficial entre os microrganismos e o0s
substratos, exercendo regulacdo da transferéncia de energia e producdo de
residuos; atua na osmolaridade do biofilme, temperatura e na adsor¢cdo de metais e
compostos orgénicos (KEBEDE et al., 2021).

O biofilme pode atuar como barreiras protetoras das células microbianas
contra a toxicidade dos poluentes. Devido a imobilizagdo das células microbianas
por/entre a matriz do biofilme, o substrato € aproximado, com consequente aumento
das atividades metabdlicas dos microrganismos (MISHRA et al, 2022). O
contaminante tende a se difundir para o interior do biofilme e, posteriormente, para
dentro da célula microbiana, onde ocorre a metabolizagdo. Os processos de
biorremediagado baseados em biofilmes possuem vantagem em relagdo ao processo
de biomassa livre. A formacao do biofilme proporciona aumento da adaptacédo e
sobrevivéncia dos microrganismos que compdem determinado sistema, além de
proporcionar aumento da populagado capaz de biodegradar (AZEVEDO et al., 2012,
YADAV et al., 2020).

2.5 GOMA XANTANA

Os derivados do petroleo sdo moderadamente soluveis em agua, e essa
solubilidade depende das caracteristicas da molécula, como tamanho molecular,
havendo diminuicdo da solubilidade com o aumento do tamanho da molécula.
Quanto maior o peso molecular, mais facilmente o poluente fica adsorvido ao solo,
tornando-se inacessivel como fonte de carbono e energia para os microrganismos
(GONZALEZ et al., 2010), sendo esse o caso dos poluentes hidrocarbonetos
(KEBEDE et al., 2021).

A biodisponibilidade do poluente no processo de biorremediacédo € uma das

caracteristicas mais importante para o sucesso da descontaminacido do meio
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ambiente. Para viabilizar a remediagdo microbiana, o uso de dispersantes quimicos
ou de surfactantes microbianos pode ser um artificio para o sucesso do processo de
atenuagdo dos poluentes no meio ambiente. A aplicagdo de surfactante na
remediagdo de poluentes atua na biodisponibilidade do hidrocarboneto por meio do
aumento da solubilizagdo e da dessorgcédo do poluente da fase sélida, aumentando a
transferéncia de massa e, consequentemente, a biodegradagédo (GONZALEZ et al.,
2010).

Muitas bactérias, leveduras e fungos filamentosos sao capazes de produzir
metabalitos secundarios com propriedades surfactantes (TONINI et al., 2010). Esses
metabolitos possuem propriedade anfipatica, ou seja, na mesma molécula ha
caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas. A molécula de surfactante altera a
disponibilidade de uma segunda molécula, no caso um poluente hidrofébico, que € o
caso dos hidrocarbonetos; o surfactante possui caracteristicas de detergéncia,
emulsificagcdo, solubilizagdo, diminuicdo da tensao superficial e interfacial e
disperséo de fases (TONINI et al., 2010; TORAL et al., 2018; KEBEDE et al., 2021).
Com a diminuicdo da tensio e alteracao da hidrofobicidade, a area superficial da
molécula a ser degradada aumenta, tornando a molécula um substrato disponivel a
adsorgao e metabolismos dos microrganismos, aumentando consequentemente a
degradacgao microbiana (TONINI et al., 2010; KEBEDE et al., 2021).

O uso de surfactantes pode ser uma alternativa viavel para aumentar a
biodisponibilidade do poluente em locais de temperatura muito baixas, devido a
diminuicdo da viscosidade do contaminante, favorecendo a biodisponibilidade aos
microrganismos (KEBEDE et al., 2021).

Os exopolissacarideos produzidos pelas bactérias podem ser utilizados como
bioemulsificantes, substituindo os surfactantes sintéticos. A base de polissacarideos,
podem oferecer vantagens sobre os emulsificantes sintéticos, sendo menos toxicos,
apesar de haver exemplares tdo toxicos quanto os sintéticos; possuem melhor
degradagao, maior compatibilidade com o meio ambiente e mais seletividade. Além
disso, podem permanecer eficazes mesmo em condicbes extremas de pH,
temperatura e salinidade (STELTING et al., 2012). Biossurfactantes de fontes
naturais podem ser uma alternativa viavel a técnica de biorremediacédo, pois
minimiza a chance de ocorrer contaminagdo secundaria (KEBEDE et al., 2021).
Zhang et al. (1997) avaliaram o uso de dois biossurfactantes de origem microbiana,
o Mono-Rhamnolipidio e o Di-Rhamnolipidio, produzidos por Pseudomonas
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aeruginosa, na biodegradagdo do fenantreno, um hidrocarboneto aromatico
policiclico. Os dois biossurfactantes aumentaram a solubilidade e a taxa de
biodegradagdo do composto, demonstrando que a utilizagdo do surfactante de
maneiras que tornam o poluente mais disponivel ao metabolismo microbiano facilita
a remediacao do local de interesse.

Muitos  microrganismos cultivados em  hidrocarbonetos  sintetizam
biossurfactantes, mas alguns também podem ser produzidos em substancias
soluveis como glicose, glicerol e etanol. As moléculas de biossurfactantes podem ser
locadas no interior das células microbianas, serem secretadas pelos microrganismos
ou ficarem aderidas a superficie dos microrganismos que as sintetizaram (TONINI et
al., 2010). As moléculas de surfactantes podem ter a superficie ativa
extracelularmente, facilitando a emulsdo e absor¢cdo do contaminante (KEBEDE et
al., 2021).

Os Dbiossurfactantes em sua maioria s&o0 neutros ou carregados
negativamente, classificados por sua composicdo quimica, em: glicolipideos,
lipopeptideos e lipoproteinas, fosfolipidios e acidos poliméricos. A produgédo de
biossurfactante geralmente € baixa, e dependendo da especificidade das enzimas,
eles podem competir com os hidrocarbonetos como substrato de preferéncia
(GONZALEZ et al., 2010). Os biossurfactantes podem ser produzidos por diversos
microrganismos, como os Bacillus sp., Pseudomonas sp., Aeromonas sp.,
Enterobacter sp., Burkholderia sp., Acinetobacter sp., Micrococcus sp., Rhodococus
sp. e algumas espécies haldfilas (KEBEDE et al., 2021).

A emulsdo do poluente por meio da adicdo do surfactante ocorre devido a
diminuicdo da tensdo superficial entre o poluente e a fase aquosa, que gera um
aumento na superficie de contato do poluente, melhorando o transporte de massa
para a fase aquosa. A emulsificacdo pode trazer estimulo a atividade metabdlica das
células microbianas, facilitando o transporte do substrato organico até elas
(GONZALEZ et al., 2010; TONINI et al., 2010).

Ao entrar em contato com o poluente, o surfactante forma micelas, que sao
agregados entre as moléculas de surfactante com as moléculas do poluente, onde a
parte interior é composta pela porgdo hidrofébica (GONZALEZ et al., 2010). A
concentracdo minima na qual os monémeros de surfactante comegcam a se reunir
em agregados coloidais ordenados é denominada Concentragcdo Micelar Critica —
CMC (ZHANG et al., 1997). Os biossurfactante tendem a formar micelas em solugéo
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aquosa que excedem a concentracdo micelar critica e, para exibir uma menor
tensdo superficial, aumentam a porcao hidrofébica, com consequente aumento da
solubilidade do poluente hidrocarboneto (KEBEDE et al., 2021).

A goma xantana (GX) € um exopolissacideos, produto da fermentagdo das
bactérias Gram-negativas Xanthomonas campestris. E um biopolimero de alto peso
molecular, podendo variar de 1,0*10° a 2,0*10° g/mol, sendo sua estrutura molecular
formada por muitos grupos carboxilicos e hidroxilas, com unidades repetidas de
celobiose compondo a cadeia dorsal da molécula, contendo cadeias laterais
compostas por trissacarideos. E um polianion, pois também possuiu unidade
anibnica, com presenga de acido piruvico, acido glucurdnico e grupo acetil em sua
estrutura molecular, demonstrada na Figura 3 (MAUGERI et al., 2019). Possui alta
estabilidade em ampla faixa de pH, entre 2 e 11. Seu comportamento reoldgico é
dependente de sua estrutura molecular ramificada e seu alto peso molecular, e
existe uma grande vantagem em formar hidrogéis, pois devido a existéncia de
grupos hidrofilicos ligados a cadeia dorsal polimérica da estrutura da GX, os
hidrogéis absorvem grandes quantidades de agua. Suas ligagdes covalentes nao
tipicas entre os mon6meros de acgucar da estrutura, fazem com que poucos
microrganismos sejam capazes de degrada-la, com os organismos capazes de
degradar isolados do solo ou de lodo de esgoto (BORGES et al., 2008; ELELLA et
al., 2021; DZIONEK et al., 2022).

Figura 3 - Estrutura molecular goma xantana

H

COOH

Fonte: Adaptado de Maugeri et al. ( 2019)
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A goma xantana € soluvel em agua fria ou quente, possui alta viscosidade
mesmo em baixas concentrag¢des. Sua viscosidade é estavel mesmo com a variagao
de pH, temperatura e forga i6nica. Ha conhecimento sobre a resisténcia ao calor,
mesmo elevando-a a altas temperaturas, permanece sem alteracdo de viscosidade.
Além disso, a presencga de sais pode incrementar a viscosidade da goma (BORGES
et al., 2008).

A GX possui diversos usos na industria (alimenticia, farmacéutica), dentre
eles o de estabilizante, espessante e emulsificante devido ao aumento da
viscosidade, mesmo em baixa concentracdo, e sua demanda em areas como a
industria do petroleo vem aumentando nos ultimos anos (BORGES et al., 2008). Na
industria de petréleo, é estudada como surfactante benéfico na recuperacao
aprimorada de petroleo, devido ao seu espessamento estavel, biodegradabilidade e,
com resultados animadores na mobilidade do 6leo extraido, assim como redugao da
permeabilidade relativa da agua no reservatorio, auxiliando no deslocamento do éleo
do reservatério (MACHALE et al., 2019; ELELLA et al., 2021; SUJATHA et al., 2021)

Zhong et al. (2015) avaliaram o poder de emulsificagdo da xantana sobre o
oleo vegetal utilizado como substrato promissor para a biorremediagao de solventes
clorados e HPAs em agua subterranea, usando-a como fluido de diluicdo de
cisalhamento (STF). A injegdo do 6leo emulsionado com goma xantana obteve
melhora na distribuicdo, comparada a injegao de 6leo puro. A suspensio de xantana
com Oleo vegetal foi considerada estavel, sem separacdo de fases e com
propriedades significativas de cisalhamento, demonstrando ser promissora na
emulsdo de oleo utilizado como substrato em biorremediagcédo de longa duragdo em
aquiferos.

A goma xantana também pode ser utilizada para imobilizar microrganismos
degradadores de xenobioticos. A introdu¢cdo de uma nova populagdo de
microrganismos capazes de biorremediar um ambiente pode gerar estresses bibticos
e abidticos a essas novas cepas, e 0 uso do encapsulamento pode garantir a
sobrevivéncia desses microrganismos em um novo habitat. Dzionek et al. (2021)
utilizaram a goma xantana para aprisionar células bacterianas capazes de degradar
naproxeno. Para a melhora de propriedades mecanicas, usaram polidopamina para
formar um compdsito junto com a goma. Na degradagcdo do naproxeno, foi
observada uma taxa de 1 mg/L no tempo de incubagcdo de 14 dias, além da
diminuicdo da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO).
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Alguns biopolimeros sdo conhecidos por melhorar as propriedades do solo,
tais como a resisténcia a erosdo, o aumento da capacidade de retengdo de agua no
solo, a protegao da vegetagao, e caracteristicas mecanicas, especialmente a coeséo
(BERKANE et al., 2022). Solos arenosos s&o normalmente tratados com
biopolimeros, tais como a goma xantana, com o objetivo de melhorar as
propriedades de compressao, rigidez e coesdo, aumentando-as. Essas melhoras
sdo resultado da interacdo das porgdes anidnicas dos biopolimeros com as
particulas do solo, ocorrendo o surgimento de ligagdo e interagcdo entre elas
(CHANG et al., 2015, MENDONCA et al., 2020). Em solos arenosos, a goma
xantana é utilizada para reduzir a permeabilidade devido ao preenchimento de agua
nos poros e, aumentar a coesao devido ao aumento da capacidade de retencéo de
agua (SULAIMAN et al., 2022).

O aporte de matéria organica no solo contaminado pode estimular o
crescimento microbiano, fazendo com que haja um estimulo as atividades
metabdlicas responsaveis pela degradagéo. O aporte da goma xantana no ambiente
contaminado com hidrocarbonetos pode ter o papel de mais uma fonte de carbono
disponivel aos microrganismos, favorecendo a degradagdo do contaminante, sem
tornar o sistema toxico (CURIEL-ALEGRE et al., 2022). O aporte maior de carbono
proveniente do poluente, poderia tornar o ambiente de interesse extremamente
toxico aos microrganismos (KEBEDE et al., 2021). A estratégia de compostar solos
poluidos, ou seja, levar um aporte maior de carbono disponivel ao crescimento
bacteriano, € um método economicamente viavel, que gera bons resultados a
biorremediagéo do solo (CURIEL-ALEGRE et al., 2022).

2.6 SOLO

A dinadmica do solo permite a existéncia de um grande reservatorio bioldgico,
onde ha interrelagbes entre os organismos existentes, sendo essas relagdes
essenciais ao equilibrio da natureza. O solo € uma estrutura heterogénea e
descontinua, que possibilita a ocorréncia de micro habitats que diferem em
caracteristicas fisico-quimicas. As diferentes por¢des do solo, como areia, argila e
salite, exercem funcdo de ancoradores dos microrganismos presentes no solo,
assim como proporcionam condicdes de sobrevivéncia para milhares de

microrganismos, com distintos metabolismos (CARDOSO et al., 2016).
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As caracteristicas do solo influenciam no processo de biorremediacdo dos
poluentes. O tipo de solo, textura, capacidade de retengdo de agua, teor de
nutrientes, oxigenacado e pH sdo caracteristicas fisico-quimicas que devem ser
levadas em consideragdo na estratégia escolhida na remediacdo de um solo
contaminado, pois dependendo das condi¢gdes encontradas no solo, o contaminante
pode sofrer uma dinamica de movimento e estabilidade quimica que inibe o
crescimento bacteriano, por exemplo (KEBEDE et al., 2021).

A textura do solo possui influéncia na taxa de biorremediacdo, pois solos cujas
particulas sdo muito finas, como solo argilosos, tendem a reter os poluentes na
superficie, prejudicando a biodisponibilidade (KEBEDE et al., 2021). Kim et al.
(2022) obtiveram resultados melhores de biodegradacdo do tipo Landfarming em
solo arenoso, em relagdo ao solo argiloso. O solo argiloso € composto por particulas
finas, formando facilmente agregados em contato com a agua, impedindo a
homogeneizagao do poluente, apresentando baixa permeabilidade, o que dificulta a
difusdo do oxigénio, que € um dos principais fatores para que a degradacéo
aerobica ocorra (ANDRADE et al., 2010; KIM et al., 2022). Dependendo da natureza
do poluente, o tipo de solo pode favorecer que a molécula do composto poluente
seja aderida a matriz do solo, impedindo o acesso da microbiota (NADIM et al.,
2000). Ha evidéncias que solos argilosos possuem carbono organico em elevada
quantidade, tendo uma dinamica bem diferente de outros solos no que se trata do
ciclo do carbono entrar em equilibrio. As moléculas de carbono orgénico presentes
no solo podem ser levadas a um processo de recalcitrizagdo, devido a natureza
aromatica (NAYAL et al., 2019). Ja em solos arenosos, o poluente € drenado para
através das camadas do solo, tornando o acesso dos microrganismos facilitado
(KEBEDE et al., 2021).

O solo é dividido em porgdes longitudinais, a porgédo superficial, composta por
solo superficial, zona vadosa e zona insaturada do solo, é uma regido de alta
concentragcdo de matéria organica, consequentemente, um maior numero de
microrganismos candidatos a biorremediacdo. A medida que se aprofunda as
camadas do solo, ha diminuigdo da populagdo microbiana devido a diminuigdo dos
nutrientes e oxigenagdo (KEBEDE et al., 2021).

Alguns mecanismos sao responsaveis pela interagcdo existente entre os
microrganismos presente no solo e as particulas deste. Dentre os mecanismos, esta

a excregao de exopolissacarideos, os quais interagem com as particulas de argila do



58

solo, promovendo ades&o das células a matriz do solo (CARDOSO et al., 2016). A
segunda interagdo existente entre as particulas do solo e a microbiota presente, é
através da formacgao de biofiime, que é formado devido a presenca de comunidades
complexas, com acesso a nutrientes e possibilidade de protegao contra agentes que
possam destruir o biolfilme, como exemplo, variacdo de osmolaridade e temperatura.
Essas caracteristicas aumentam a possibilidade de adaptacdo da microbiota a
diferentes condicdes de estresse, como por exemplo, a contaminacao por poluentes
(KEBEDE et al., 2021).

2.6.1 Estruturas do solo

O solo é composto por trés fases, a fase liquida, gasosa e a sdlida. A fase
liquida se resume a uma solugé&o que contém nutrientes. A fase gasosa € composta
pelo ar, contendo oxigénio e didxido de carbono. E a fase sélida, chamada de matriz
do solo, composta por minerais e matéria organica, fase que tem seus poros
ocupados pelas fases liquida e gasosa (MOTTA et al., 2007; NOVAK et al., 2019).
As propor¢des destas trés fases variam e dependem das condigbes climaticas as
quais o solo é submetido (MOTTA et al., 2007).

Segundo Novak et al. (2019), a capacidade do solo em conduzir as fases
liquidas e gasosas depende da caracteristica da porosidade deste solo. A
porosidade do solo depende do arranjo estrutural e dos constituintes deste solo. O
solo € um meio poroso, em que 0s poros sao interconectados. Dependendo da
composi¢cdo da matriz, as forga capilares sdo maiores ou menores, neste caso
fazendo com que a fase liquida se mova pela forca da gravidade. Por outro lado,
apesar da for¢a da gravidade ser maior do que a forga capilar, a gravidade n&o retira
a umidade contida nos microporos da matriz do solo, condi¢gdo ideal para
crescimento das plantas e microbiota (MOTTA et al., 2007).

A fase gasosa, também importante na dindmica do solo, preenche os
macroporos, garantindo a oxigenagdo do sistema. Com a evaporagao através da
superficie, a fase liquida vai desocupando os microporos, fazendo com que a fase
gasosa também os ocupe (MOTTA et al., 2007).

A fase solida do solo é composta por fragmentos de rocha e minerais e
matéria organica. Os minerais determinam propriedades e caracteristicas fisico-

quimicas do solo. Os minerais s&o divididos em fracbes de acordo com seu
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didmetro: areia, silte e argila. A fase organica é responsavel por propriedades do
solo e nutrientes que sdo indispensaveis a dinamica das plantas e microrganismos.
Composta por humus, sdo reservas de nitrogénio e enxofre, que atuam como porgéo
de cargas negativas, diminuindo a toxicidade de metais. A quantidade de matéria
organica varia com o clima, vegetacao, textura, umidade e as condigdes as quais o
solo esta exposto (MOTTA et al., 2007).

2.6.2 Caracteristicas do solo

O processo que da origem ao solo é conhecido como pedogénese. E esse
processo que determina o tipo do solo e suas propriedades. A matéria inicial do
processo de transformacdo € chamada de material parental, que ao passar pelos
intemperismos, se transformam nos diferentes tipos de solo, com caracteristicas
distintas. O clima & um fator pedogénico, pois a temperatura e agua disponivel
influenciam no processo de transformacdo do material inicial (NOVAK et al., 2019).
O relevo e a presenga de microrganismos sao atuantes nos processos que déo
origem ao solo (MOTTA et al., 2007).

O material inicial da pedogénese pode ser composto por plantas, organismos
e as rochas. Os primeiros habitantes do substrato sdo as bactérias, liquens e a
vegetacdo. Os processos que dado origem ao solo podem ser: intemperismo fisico e
quimico das rochas, porque além da quebra, o material também sofre alteracdo da
composi¢cao quimica, e essa porcao € responsavel pelos minerais do solo. A
humidificagcdo € o processo responsavel pela transformagdo da matéria organica
morta em humus, a qual é essencial para estrutura do solo.

Os materiais de origem dos solos podem ser minerais, provenientes das
rochas e sedimentos ou material orgénico, advindos de residuos vegetais.
Dependendo do material de origem, o solo pode ser classificado como arenoso,
argiloso, férteis ou néao férteis (MOTTA et al., 2007). A classificagdo dos solos é feita
com relacdo a quantidade de texturas e a proporgédo dessas texturas encontradas no
solo. As fragdes granulométricas s&o definidas conforme o didmetro das fragdes. No

Quadro 1 estdo expostas as classificagdes do solo quanto os didametros.



Quadro 1 - Fragdes granulométricas do solo
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Fracao granulométrica

Diametro das particulas do solo

Matacé&o Maiores de 20 cm
Calhau Entre 2 e 20 cm
Cascalho Entre 2mme 2 cm
Areia Entre 0,05 e 2 mm

Silte Entre 0,02 e 0,05 mm
Argila Menores que 0,002 mm

Fonte: Adaptado de Motta et al. (2023)

A textura dos solos € determinada pelas fragbes granulométricas contidas, &

classificada quanto a quantidade de areia, silte e argila contida no solo. O Quadro 2

contém os grupos de texturas do solo.

Quadro 2 - Grupos de texturas do solo

Textura

Definigao

Muito argilosa

>60% de argila

Argilosa 35% < argila < 60%

Siltosa Argila < 35% e areia < 15%
Média Argila < 35% e areia > 15%
Arenosa Areia > 70% e sem argila

Ou areia > 75% e argila < 5%
Ou areia > 80% e argila < 10%

Ou areia > 85% e argila < 15%

Fonte: Adaptado de Motta et al. (2023)

A textura do solo é relacionada com a composicdo mecéanica do solo. A

massa relativa entre as particulas de diferentes tamanhos, define a textura do solo

(NOVAK et al., 2019).

Muitas caracteristicas sdo definidas de acordo com a textura do solo. Solos

de texturas finas, argilosa ou muito argilosa,

normalmente possuem maior

porosidade total, caracteristica que possibilita em uma maior capacidade de

retencdo de agua. Além disso, a porosidade € uma caracteristica importante na
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aeracdo, saida do gas carbbnico e outros gases produzidos pelas plantas e
microrganismos (MOTTA et al., 2023). A grande area superficial especifica dos
minerais argilosos possui particulas carregadas negativamente, fazendo com que
agua seja adsorvida mais facilmente ao microporos. A caracteristica mais notéria do
solo argiloso é o inchamento quando adsorvem agua (NOVAK et al., 2019).

O arranjo das estruturas primarias do solo forma as estruturas secundarias,
que dao origem a estrutura do solo. As formas dos elementos secundarios podem
ser granulares, blocos, prismaticos e laminares (MOTTA et al., 2023).

As propriedades quimicas dos solos dependem diretamente da composigao
mineralégica, que por sua vez, determina a textura do solo. As fragbes
granulométricas areia e silte, normalmente sdo particulas de quartzo. Ja solos
argilosos, contém particulas de aluminossicatos, como caulinita, vermiculita e

esmectita, com didmetros nanométricos (MOTTA et al., 2023).

2.6.3 Distribuicao do poluente no solo

Geralmente as contaminagdes do solo ocorrem com hidrocarbonetos na fase
liquida, quando este entra em contato com o solo, formando o que se denomina
liquido de fase ndo aquosa — NAPL (non aqueos phase liquid), na Figura 4
(AZEVEDO et al., 2008). O NAPL ¢é a representagédo da dissolu¢do de um composto
organico na fase aquosa do solo, dissolvido na fase vapor, sorvido nas particulas
solidas ou matéria orgénica (DE MELO et al., 2008).

Figura 4 - Distribuicdo do contaminante no solo
Fase NAPL

Particula

';ﬁ}-#-: : 1"’7‘4 Solida

-g Agua
Material \

Sorvido

Fonte: Azevedo et al. (2023)
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Quando um contaminante entra em contato com o solo, o NAPL é formado,
havendo difusdo gravimétrica e espalhamento lateral, devido a heterogeneidade do
solo e suas forgas capilares. Uma parte do NAPL pode reagir quimicamente com as
particulas do solo, ou ficar aderida aos poros, tornando essa fragdo de contaminante
bioindisponivel (BAISEIRO-ROMERO et al., 2018).

O percurso que o NAPL faz na matriz do solo varia conforme as condic¢des fisico-
quimicas do solo (pH, umidade, teor de matéria organica, teor de argila, porosidade),
bem como as caracteristicas do contaminante (composigdo, polaridade,
hidrofobicidade, solubilidade, volatibilidade, entre outros) e volume de contaminagao
(BAISEIRO-ROMERO et al., 2018).

As propriedades do NAPL sdo afetadas com o tempo, processos de
intemperismo alteram as caracteristicas do poluente devido a transferéncia de
massa ou particdo entre as fases presentes no sistema solo-poluente (sélido, liquido
(NAPL), gas e fracdo de contaminante adsorvido). Alguns hidrocarbonetos mais
leves, como os BTEX podem se dissolver em agua, se aderindo aos poros do solo,
ou sofrendo lixiviagdo, com consequente contaminagdo do lengol freatico. Os
fendbmenos fisicos envolvidos no transporte de poluentes dissolvidos em meio aos
poros insaturados do solo s&o: adveccgao, difusdo e dispersdo. O transporte do
poluente é orientado pela adveccédo; com a difusdo, o poluente & espalhado,
formando um gradiente de concentracdo, de regiées de mais alta concentragao, para
mais baixa concentracao, e a dispersao é realizada pelo movimento n&o uniforme da
agua nos poros do solo, (BAISEIRO-ROMERO et al., 2018).

2.7 CORROSAO E BIOCORROSAO

A corrosao é um fenbmeno que ocorre nos materiais, geralmente metalicos, que
por acao quimica ou eletroquimica do meio em que se encontram, se deterioram. A
deterioracdo causada por reacdes fisico-quimicas entre o material € 0 meio é
indesejavel e prejudicial, pois pode haver alteragdo quimica e estrutural, deixando o
material inadequado ao uso (ROBERGE, 2019; GENTIL; CARVALHO, 2022).

Segundo Gentil e Carvalho (2022), a corrosdo € um processo esponténeo e,
devido a isso, muitos materiais estdo constantemente sendo afetados, de modo que
a durabilidade e o desempenho sdo comprometidos. A corrosdo acomete diversos

materiais, em diversos ambientes, dentre eles: meios de transportes; estruturas
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metalicas enterradas, como oleodutos, gasodutos, cabos de comunicagdo e de
energia; estruturas metalicas sobre o solo ou aéreas; equipamentos eletronicos e
equipamentos como reatores, trocadores de calor e caldeiras.

A corrosao de oleodutos e gasodutos n&o revestidos pode ocorrer a partir do
dano local da camada passiva por fatores estimulantes da corrosao do solo. Fatores
mecanicos ou fatores externos podem causar corrosao por fenda, localizada, por
pite etc. Os diversos tipos de corrosdo podem gerar furos ou fendas. Ja a corrosao
galvanica gera perda de sessdes inteiras. Devido as cargas de tracdo e varios
processos corrosivos, as tubulagdes enterradas podem sofrer corrosao sob tenséo,
gerando fissuras, ocorrendo fraturas catastroficas (WASIM et al., 2022).

Dentre os parametros operacionais inerentes aos dispositivos subterraneos,
aqueles que exercem maior influéncia sobre o processo corrosivo do solo consistem
em: as caracteristicas climaticas, a aplicagdo de agentes fertilizantes, a introdugéo
de residuos industriais, a profundidade de inser¢do do material, a variabilidade da
aeracdo, o contato bimetalico propenso a formacédo de pares galvanicos e a
ocorréncia de eletrolise no material metalico induzida por correntes de fuga.
(SERRA, 2014; GENTIL; CARVALHO, 2022). Alguns parametros podem ser
utilizados para a avaliacdo da corrosividade do solo, entre eles: a precipitacdo da
regido a qual o solo se encontra, a temperatura, a distribuicdo da umidade, as
propriedades fisico-quimicas do solo, a resistividade e o pH (KIM et al., 2021).

A depender da caracteristica do solo, estrutura e composigdo quimica, a
corroséo externa de tubulagdes pode ser favorecida. Em solos, cuja drenagem seja
baixa, como solo argiloso ou pantanos, pode haver processo corrosivo severo
devido ao encolhimento do solo, desencadeando uma grande aeragao diferencial e
um aumento da condutividade elétrica devido ao acumulo de sais. Além disso, solos
argilosos possuem baixa difusdo de oxigénio para a superficie da tubulacéo,
limitando a despolarizagdo catddica em solos aerdbios (LIU et al., 2020). Segundo
Kim et al. (2021), ha relacdo da corrosividade do solo com a o tamanho das
particulas, em que a taxa de corrosdo aumenta com a diminuigdo do didametro das
particulas do solo. O pH do meio no qual o material esta enterrado interfere
diretamente no grau de dessas estruturas. Os solos que possuem pH na faixa entre
6 e 8, podem ser mais corrosivos do que solos com pH alcalino (LIU et al., 2020).
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Fatores como aeragao, espessura da camada de solo e umidade possuem
influéncia na corrosividade exercida pelo solo. Dados confirmam que, com o
aumento da umidade do solo, a condutividade elétrica também €& aumentada,
fazendo com que processos corrosivos sejam desencadeados nas estruturas
metalicas. A presenga de gases na matriz do solo pode desencadear processos
corrosivos, como no caso da corrosao por oxigénio, na presenga de um eletrdlito.
Outro gas muito encontrado no solo, € C0,, com a mineralizagdo dos compostos
organicos pelos microrganismos ou por decaimento, sdo produzidos agua e gas
carbbnico, em que o C0O, gera uma diminuigdo do pH eletrolitico, desencadeando
processo corrosivo por C0O, (LIU et al., 2020). Porém, em temperatura ambiente, o
gas carbbdnico ndo costuma ser corrosivo aos metais, apesar de que em presencga de
agua, forme o acido carbbnico H,C05;, um acido fraco, que ao reagir com alguns
metais, como zincados, produz o carbonato basico de zinco, que por ser insoluvel,
tem o papel protetivo a superficie metalica (GENTIL; CARVALHO, 2022).

Apesar do acido carbdnico ndo possuir um carater tdo corrosivo quanto o
oxigénio, a presenca do gas CO,, devido a diminuicdo do pH, pode desencadear
corrosdo por meio da formacdo de pites na estrutura metalica (FRAUCHES-
SANTOS et al., 2014). Devido a reducdo da alcalinidade do meio, ha a
desestabilizagdo das camadas passivadoras do metal, podendo gerar reagdes de
corrosdo (CANDIDO et al., 2020). Contudo, de acordo com Lui et al. (2020), a taxa
de corrosdo do agco X53 enterrado sob o solo, a uma mesma espessura, € com

difusdo de Ny . ar atmosférico e 5% de COZ(g)/NZ(g), € de 0,0006 mm/ano,

0,040 mm/ano e 0,028 mm/ano, respectivamente. Estes resultados indicaram que a
corrosédo por oxigénio € mais severa do que a corrosao provocada pela difusdo do

€Oy, Além da evidéncia da corros&o ser maior em ambiente aerdbio, a velocidade

da corrosao também se mostrou maior.

O mecanismo regente da corrosao induzida pelo €Oz, conhecido como

sweet corrosion se da principalmente em reservatérios e oleodutos de petrdleo e
gas. Em razdo do gas carbbdnico ser soluvel em agua e salmoura, ocorre
desencadeamento da corrosdo. A reacéo eletroquimica geral é representada pela
Equacéo 4 a seguir, em que ha dissolugdo anddica do ferro e evolugéo catddica do
hidrogénio (ASKARI et al., 2019).
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Fe+ CO, + H,0 - FeCO5; + H, Equacéo 4

Dentro dos mecanismos da corrosdo induzida por gas carbOnico, ha
diferentes caminhos para a perda material do metal ocorrer, entre elas: corroséo
geral ou corrosdo localizada, neste caso, corrosdo por pites, corrosao pontual em
formato de depressdo escalonada, denominada por ataque de mesa, do inglés,
mesa attack; e corrosdo localizada induzida pelo fluxo. A erosdo causada pela

corrosao induzida por COz(g)pode possuir marcas de ondulagéo, pegadas de cavalo,

caudas de cometas e pegadas de dinossauros (ASKARI et al., 2019).

A perda de material na corrosdo geral é resultado, principalmente, da
dissolucdo anddica do ferro, em que a parede tubular perde espessura. Ja as perdas
de material metalico localizada por pites, em que o aumento da pressao e a
temperatura, aumentam a probabilidade de formacao de pites, que a perda metalica
ocorre em forma de cavidades, em que a profundidade é maior do que o diametro
(GENTIL; CARVALHO, 2022; ASKARI et al., 2019). A perda material em formato de
depressao ocorre geralmente em regime intermediario, quando a camada de

carbonato, geralmente formada pela corros&o por COZ(g) sobre a superficie do metal,

é perdida, geralmente, esta corrosdo € caracterizada por possuir fundo plano e
borda afiada. A corrosé&o localizada induzida por fluxo, geralmente, ocorre em regime
de escoamento da tubulacido turbulento, e se inicia a partir da pré-existéncia da
perda material por pite ou mesa. A corrosdo neste caso é propagada pelo regime de
fluxo interna da tubulacdo (ASKARI et al., 2019).

A profundidade na qual a superficie metalica esta enterrada no solo também
influencia a taxa de corrosdo. Segundo Lui et al. (2020), as camadas de solo nas
quais uma liga metalica esta enterrada, interferem no padrdo e na velocidade de
corrosao exercida pelo solo. As condi¢cbes, caracteristicas, ocorréncia de
microrganismos, variam conforme a profundida do solo, em que a medida que a
espessura do solo aumenta, a taxa de corrosdo diminui. A difusdo de gases no solo
em camadas superiores € maior, havendo aumento da circulagdo de gases atraves
da camada do solo e atingindo a superficie metalica, pois pode haver um bloqueio
na difusdo de espécies corrosivas.

A corrosdo externa acomete fortemente as tubulacdes subterraneas. E o

processo que envolve a dissolugdo do metal, com simultdnea redugdo dos agentes
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catédicos, compostos principalmente por gas oxigénio dissolvido em agua, ou solo
umido. E o tipo de corrosdo que normalmente gera a perda gradual e localizada da
superficie da metalica, com o afinamento da espessura da parede da tubulagao, por
exemplo, podendo ocasionar vazamentos devido o surgimento de pifes ou
rachaduras (KIM et al., 2021).

Uma tubulagdo enterrada pode ser observada pelo aspecto de
eletroquimica, na qual estdo distribuidas as regides anoddicas e catddicas ao longo
da superficie do metal. Essas regides anodicas e catddicas sdo definidas pela
microestrutura presente na liga metalica. O solo atua como meio i6nico condutores
de cargas positivas (cations) e cargas negativas (anions), o aspecto de continuidade
metalica encontrado nas tubulagdes gera caminhos mais curtos entre os anodos e
catodos, resultando no surgimento de uma diferenga de potencial dentro da estrutura
metalica sob o solo (KIM et al., 2021).

Devido a heterogeneidade do solo, considerado um meio corrosivo, ha
diferenga de potencial que resulta em possibilidade de surgimento de areas
anodicas e catodicas. Em relagdo a diferentes potenciais de corrosdo ao longo do
meio corrosivo, tem-se: aquecimento diferencial, iluminagdo diferencial, agitagcao
diferencial, concentracdo diferencial de eletrdlitos, aeracdo diferencial (SERRA,
2014; GENTIL; CARVALHO, 2022).

A corrosao por aeragao diferencial ocorre quando a superficie metalica da
tubulacdo esta sob um mesmo eletrélito, porém com regides diferentemente
aeradas, dado que as tubulagcbes atravessam regides de composi¢des diferentes.
Esta diferenca de oxigenagédo gera uma diferenga de potencial, assumindo o papel
de catodo a regido mais aerada, e a regido com menor concentragao de oxigénio,
anodo Tubulagbes compostas por trechos aéreos e enterrados geralmente s&o
reforcadas com protecdo anticorrosiva nas regides de interface solo-atmosfera
(NUNES, 2007; GENTIL; CARVALHO, 2022).

Outra possibilidade de corrosdo por aeragao diferencial em superficies de
tubulagbes ocorre quando ha deposi¢cao de particulas solidas e matéria orgénica.
Neste caso, é denominado também de corrosdo sob depdsito. As regides em que as
particulas solidas se depositam assumem papel de regides anodicas, com baixa
concentragdo de oxigénio, ja as regides livres de particulas aderidas e com maior
teor de oxigénio, assumem papel de regides catddicas (GENTIL; CARVALHO,
2022).
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Uma tubulagédo sob o solo se configura em uma célula eletroquimica natural,
composta pelo solo e a tubulagdo. Nesta célula eletroquimica, ocorrem as reacgdes
eletroquimicas entre o eletrodo metalico e o eletrolito composto pela matriz solo. A
reacao redox € desencadeada quando o solo provém de eletrdlitos, como agua, sais
e gases dissolvidos, principalmente o oxigénio (KIM et al., 2021). A Figura 5 mostra

0 esquema da célula eletroquimica formada por um oleoduto e solo.

Figura 5 - Esquema de célula eletroquimica formada entre solo e tubulagéo
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Fonte: Adaptado de Kim et al., (2021)

As condicdes eletroliticas que desencadeiam 0s processos corrosivos podem
ser originarias pelo intemperismo exercido por processos fisicos, quimicos e
biolégicos. Os eletrdlitos mais citados na corrosdo de tubulagbes ferrosas sdo os
cloretos ou sulfatos, que podem se originar de varias fontes, como a chuva ou uso
de fertilizantes no solo. Além disso, a presenga de matéria organica encontrada no
solo também pode afetar as condigbes eletroquimicas do ambiente (KIM et al.,
2021).

A complexidade dos fatores corrosivos que permeiam as tubulacdes
enterradas sob o solo, como as caracteristicas do préprio solo, a atmosfera,
incluindo o oxigénio, cations, anions, moléculas organicas, podem combinar entre si,
havendo mecanismos corrosivos sequenciais (SERRA, 2014; KIM et al., 2021).

A corrosdo interna também pode causar danos as tubulagdes, gerando
vazamentos, obstrugdes e falhas estruturais, pondo em risco a seguranga, perda de
eficiéncia e prejuizos. A falha gerada pela corrosdo interna pode ser generalizada,
acometendo a estrutura metalica em grandes areas, ou localizada, com perda

pontual de material. Dentre as possibilidades de corrosdo interna as quais as
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tubulagdes, como oleodutos, podem sofrer estdo: corroséo por CO, @’ conhecida por
sweet corrosion; corrosao por COZ(g)dissoIvido em H,S, também conhecido como

sour corrosion; corrosao sob depdsitos; corrosao preferencial por soldas e; corrosao
microbiana. As rachaduras ocorridas nos oleodutos sédo principalmente regidas por
processos de craqueamentos ambientalmente assistidos, como por exemplo,
corroséo por tensdo, podendo ser incluidos a corros&o por hidrogénio e corroséo por
sulfeto, muito comum em tubula¢des de derivados do petroleo (ASKARI et al., 2019).

A corrosao por sulfeto de hidrogénio € desencadeada devido a possibilidade
deste se dissolver em agua, dissociando-se em cation H*, que capturando elétrons,
desencadeia a corrosdo do metal, com formagdo de hidrogénio. A reacgéo
eletroquimica geral é representada pela Equacéo 5. O produto de corrosao sulfeto
de ferro produzido pela reagdo do sulfeto de hidrogénio varia conforme temperatura,
pH, concentragdo de gas do sistema, em que as escamas formadas podem possuir

carater protetivo ou ndo a superficie do metal (ASKARI et al., 2019).
Fe + H,S - FeS + H, Equacéo 5
2.7.1 Ago ASTM A36

O ago carbono ASTM A36 é classificado dentro da categoria dos acos
estabelecida pela ASTM International (American Society for Testing and Materials),
sendo amplamente demandado globalmente. Este ago € comumente empregado em
instalagdes da industria petrolifera, setor automotivo e na estrutura de maquinarios,
usinas de energia, construgdo de edificio, entre outras (BAJARES et al.,, 2015;
SAJID et al., 2018; PREEDAWIPHAT et al., 2020).

Estruturas de ago A36 expostas a condi¢gdes severas, juntamente com ciclos
de temperatura, tém sua vida util significativamente reduzida. O principal motivo das
falhas deste ago € gerado pela perda de espessuras (PREEDAWIPHAT et al., 2020).

Segundo Bajares et al. (2015), o aco ASTM A36, quando exposto a um
sistema aquoso contendo de coque de petrdleo, apresenta taxa de perda de massa
linear ao longo do tempo. Essa observagao sugere que o processo corrosivo ocorre

de forma uniforme nesse sistema. Quando o ago que contém regides de solda, é
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submetido a condi¢gdes corrosivas, o aparecimento de corrosdo ocorre por pite,
cavidades e furos localizados é observado (PREEDAWIPHAT et al., 2020).

A corrosividade do solo ao ago pode variar com diversos fatores, tanto do
préprio agco que esta enterrado ao solo, como as propriedades do préprio solo. A
corrosdo de estruturas de ago enterradas no solo ocorre prioritariamente em
condigbes aerdbicas. Solos cujas caracteristicas foram alteradas devido a presenca
de poluentes, contaminantes quimicos ou outras perturbacdes tendem a ser mais

agressivos aos acgos (KURTH et al., 2019).

2.7.2 Corrosao microbiolégica

Além dos processos corrosivos convencionais dos materiais, os quais s&o
devidos as intempéries do ambiente em que estdo expostos, a corrosdo induzida
pelos microrganismos também ocorre sobre os materiais que possuem contato com
fungos, algas e mais frequentemente, bactérias, chamada de corroséo
microbiolégica. Devido as condi¢des favoraveis para crescimento de fungos, algas e
bactérias, muitos equipamentos e estruturas sofrem a corrosdo induzida pelos
microrganismos. Geralmente os ambientes propicios a essa corrosdao contém agua
do mar, de rios, sedimentos oleosos, solos contendo residuos organicos ou sais
como sulfatos, sulfetos, nitratos, fosfatos e enxofre (JAVAHERDASHTI; ALASVAND,
2019; GENTIL; CARVALHO, 2022). Na presengca de agua, o crescimento
microbiolégico € induzido, fazendo com que a corrosdo microbiolégica seja
propiciada (LIU et al., 2020). Solo com concentracdo elevada de enxofre pode
desencadear a corrosdo microbioldogica mais lentamente. Por outro lado, altas
concentracdes de sulfatos podem suportar o crescimento das bactérias redutoras de
sulfato (BRS), elevando a corrosédo influenciada por microrganismos (KURTH et al.,
2019).

A presenga de microrganismos pode acentuar ainda mais o processo
corrosivos dos materiais enterrados. A presenca de bactérias pode influenciar
diretamente na velocidade das reacdes anddicas e catddicas; modificando a
resisténcia de peliculas aderentes sobre os metais, pela excrecdo de produtos
metabdlicos e, dando origem a meios corrosivos, como por exemplo, as bactérias
oxidantes de enxofre, que possuem o acido sulfurico, como produto metabdlico,
tornando o solo mais corrosivo (GENTIL; CARVALHO, 2022). A corroséo
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microbiolégica pode ocorrer por indugédo, aceleragdo, ou por condi¢des favoraveis
para o inicio da corrosdo. Dentre essas condi¢cbes favoraveis, esta a formacéo do
biofilme microbiano (PROCOPIO et al., 2021).

Com a adesao dos microrganismos a superficie, ha a formagéao de condigbes
anodicas, favorecendo as reagdes de redugao, cujos principais responsaveis, sdo as
bactérias redutores de sulfato (BRS), as bactérias redutoras de nitrito (BRN), as
bactérias redutoras de tiossulfato, as acetogénicas, metanogénicas e as
ferrobactérias, que estdo mais ligadas aos processos corrosivos de ligas metalicas.
Além disso, géneros mais difundidos, como Pseudomonas, Shewanella e Bacillus,
estdo associados & corrosdo metalica (PROCOPIO et al., 2021). Segundo Gentil e
Carvalho (2022), entre os microrganismos mais associados com a corrosao
microbiana estdo as bactérias redutoras de sulfato, as bactérias oxidantes de
enxofre, as bactérias oxidantes de ferro e de manganés, e as bactérias formadoras
de limos.

Materiais metalicos como tubula¢des de distribuicdo de agua podem sofrer
corrosdo microbiana por meio de depodsitos de oxido de ferro (lll), Fe,05.H,0,
produzidos pelas bactérias oxidantes de ferro. Os Oxidos entopem as tubulagdes ou
criam condigbes favoraveis a corrosao por aeragao diferencial. Os gasodutos podem
conter sulfato na agua de selagem, podendo ser reduzidos a sulfetos pelas bactérias
redutoras de sulfato. Em operagbes de recuperagdo de 6leo, em que grandes
quantidades de agua do mar sao utilizadas, também ha presenca de odor
caracteristico de gas sulfidrico, ocorrendo a oxidagado dos equipamentos. Ja em
tanques de armazenamento de combustiveis derivados do petr6leo em que haja
presenga de agua, a corrosdo associada aos microrganismos também pode ser
observada (GENTIL; CARVALHO, 2022). A agua pode ser proveniente de lavagem
de equipamentos, ou em alguns casos, da agua utiliza para evitar a perda por
evaporagao dos volateis, pela propria condensagao de agua existente na atmosfera
dos tanques de armazenamento (JAVAHERDASHTI; ALASVAND, 2019;
PETROBRAS, 2021).

A corrosdo microbiana em equipamentos, tubulagdes ou tanques de
armazenamento ocorre mais frequentemente em hidrocarbonetos com faixa de C;, —
Cis (querosene) do que C(s;—C, (gasolina), devido a maior facilidade dos
microrganismos utiliza-los como fonte de carbono. Os microrganismos mais

encontrados em corrosdo microbiana sdo Hormoconis resinae, Penicillium luteum,
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Aspergillus flavus e bactérias como Pseudomonas aeruginosa, Desulfovibrio
desulfuricans e Aerobacter aerogenes (GENTIL; CARVALHO, 2022).

Os agentes que influenciam no processo de corrosdao microbiana sao:
crescimento microbiano; biodegradacdo de aditivos organicos usados no
combustivel; formagao de gas sulfidrico pelas bactérias redutoras de sulfato, além
do gas sulfidrico ser corrosivo ou reagir com componentes do combustivel, formando
sulfetos organicos corrosivos; deterioragdo microbiana de revestimentos, que torna o
material suscetivel a corrosdo (VIDELA, 2003).

O mecanismo de corrosao provocado pelos microrganismos tem inicio com a
formacédo do biofilme, item explicitado em segao 2.4. O biofiime também forma o
biofouling, que € a formagdo de depositos indesejaveis, os quais impactam
diretamente na eficiéncia dos equipamentos, podendo ocasionar perda de fluxo e
baixa na eficiéncia de trocadores de calor (WALKER et al., 2000; GENTIL,;
CARVALHO, 2022). As bactérias modificam o meio ao qual se alojam e formam
biofilme. O biofilme pode influenciar nas velocidades anodicas e catddicas,
modificando por meio dos produtos metabdlicos a resisténcia de peliculas sobre o
substrato metalico, excretam produtos metabdlicos corrosivos e formam tubérculos,
0s quais possibilitam o aparecimento de pilhas de aeragédo diferencial (VIDELA,
2003).

De acordo com esses principais autores, a corrosao microbiana pode ser
dividida em quatro tipos: devido a formacao de acidos, por despolarizacdo catddica,
por aeracdo diferencial e por agdo conjunta de bactérias (JAVAHERDASHTI,
ALASVAND, 2019; JAVAHERDASHTI, 2019; GENTIL; CARVALHO, 2022).

A corrosao associada a formacao de acido é devido a ocorréncia de formagao
de acidos no processo metabdlico de alguns grupos de bactérias (KURT et al.,
2019). O grupo de bactérias Thiobacillus oxida o enxofre ou compostos de enxofre
(sulfito S03~, tiossulfato S,027), com simultanea produgdo de &acido sulfurico,
conforme Equacédo 6 . Algumas bactérias quando em baixa concentracdo de H,S
metabolizam sulfetos sollveis, convertem sulfatos (S027) para sulfetos (527), e
sulfetos para enxofre. Ha trés espécies de bactérias envolvidas nesse processo de
corrosdo associado a formacédo de acidos: Thiobacillus thioparus, Thiobacillus
thiooxidans e Thiobacillus concretivorus. Essas espécies sdo aerobias e autotréficas,
a energia para a sintese do material celular é proveniente da oxidagdo do enxofre,
conforme Equacéo 6 (GENTIL; CARVALHO, 2022):
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25 + 30, + 2H,0 - 2H,50,(AH = —283,6cal) Equac3o 6

Para o caso do gas sulfidrico, ou acido sulfidrico, tem-se a Equagdo 7 e a

Equacao 8:
2H,S + 20, + 2H,0 - H,S,05 + H,0 Equacéao 7
5H,S,0, + 40, + H,0 —» 6H,S50, + 4S Equacéao 8

A temperatura que permite o crescimento dessas bactérias é entre 25-30°C, em
alguns casos, os produtos metabdlicos deixam o meio com pH em torno de 2,
podendo chegar a menores valores. Devido a esses fatores, tubos de concreto ou
aco carbono que sejam suscetiveis a esses microrganismos, sofrem destruicao da
parte superior, e isso em consequéncia ao desprendimento de gas sulfidrico de
aguas de esgotos ou poluidas, que €& oxidado a acido sulfurico (GENTIL;
CARVALHO, 2022).

2.7.3 Técnicas de avaliagao da corrosao

A avaliacdo da corrosdo de tanques, tubulacdes e estruturas metalicas pode ser
feita a partir analises diretas ou indiretas. A forma direta por meio da visualizagcdo da
corrosao, avaliacdo microestrutural. As técnicas indiretas, métodos n&o destrutivos
de inspecdo da corrosdo utilizados s&o: ultrassom, radiografia, indugéo
eletromagnética, emissdo acustica, liquido penetrante, corrente parasita, inspecéo
com pigs. Os métodos de engenharia utilizados para monitoramento da corrosdo s&o
ferramentas de natureza nao eletroquimica, como resisténcia elétrica e a avaliagao
da corrosdo a partir da mensuragao da taxa de corrosdo de cupons, método aplicado
no monitoramento de corrosdo em dutos. Ja os métodos eletroquimicos podem ser
utilizados em diversos casos, com a determinacdo do estado passivo ou ativo do
metal, por meio da medida do potencial do material, medida da resisténcia da
polarizagdo, podendo em alguns casos, mensurar a velocidade instantdnea de
corrosao (ROBERGE, 2019; GENTIL; CARVALHO, 2022).

Devido ser um método direto de avaliagdo da corroséo, a perda de massa auxilia
na avaliagdo direta da gravidade da corrosdo. Também denominado método
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gravimétrico, esta técnica envolve as diferengcas das massas antes e depois da
exposicao ao sistema que se deseja avaliar a corrosao (KIM et al., 2021). A perda de
massa, a area exposta e o tempo de exposicdo sao relacionados para a expressao
da taxa de corrosdo do cupom, podendo ser expressa em mpy (milésimo de
polegada de penetracdo por ano, ou mmpy (milimetro de penetragdo por ano).
Devido ao calculo das taxas de corrosao dos agos ser generalizada, este € utilizado
para mensurar processo corrosivos uniformes (GEMELLI, 2001; GENTIL;
CARVALHO, 2022).

O sentido fisico e a classificacdo das taxas de corrosdo quanto a escala de
gravidade é dividida em quatro grupos, de acordo com a norma NACE-RP-07-75,
exposta no Quadro 3.

Quadro 3 - Classificacdo da taxa de corroséo

Taxa de corrosao uniforme (mm/ano) Classificagdo da corrosao
< 0,025 Baixa

0,025a0,12 Moderada

0,13a0,25 Alta

>0,25 Severa

Fonte: Gentil; Carvalho (2022)

Com a monitoramento das taxas de corrosdo, é possivel aprimorar a
otimizacdo de projetos envolvendo tubulagdes, tanques e equipamentos, uma vez
que a vida util do metal pode ser adequadamente contemplada. Por exemplo, uma
tubulacédo projetada para parametros especificos de operagdo pode ser construida
com margens dimensionais adicionais, levando em conta as perdas materiais
decorrentes dos processos corrosivos. (ROBERGE, 2019; GENTIL; CARVALHO,
2022).

Ha alguns métodos para realizagdo das taxas de corrosdo dos agos, 0s quais
utilizam acidos para a decapagem do produto de corrosdo. A decapagem acida é
realizada por meio da imersao do cupom, ou a peca metalica, em solugcdes acidas,
em especial acidos inorganicos, podendo ser acrescidas de inibidores de corrosao, a
fim de se evitar o ataque ao substrato metalico. Os principais acidos inorgénicos

utilizados sao os acidos sulfurico, fosforico, nitrico, fluoridrico e cloridrico. A
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decapagem por acido cloridrico se consiste na dissolu¢do dos Oxidos de ferro.
Entretanto, ha a desvantagem de desprendimento de vapores corrosivos, limitando
sua utilizacdo somente a temperatura ambiente. A concentracdo normalmente
empregada € na faixa de 25 a 50% (GEMELLI, 2001; GENTIL; CARVALHO, 2022).



75

3 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado para verificar a viabilidade de realizacdo da
biorremediagdo em solo artificialmente contaminado com 5% (p/p) de oleo diesel
S10. Para abranger diferentes frentes de trabalho, o experimento foi dividido em trés
etapas, executadas simultaneamente. A primeira etapa consistiu-se no ensaio de
biodegradagdo em microcosmos de pequena escala, cujo objetivo foi avaliar a
bioestimulagédo, a partir da adicdo de nutrientes e do biopolimero goma xantana;
nestes microcosmos, foram avaliadas a taxa de degradacdo do contaminante e a
quantificagdo microbioldégica, os microcosmos foram avaliados nos tempos 7, 14, 28,
42 e 86 dias. Na segunda etapa, foi realizado o estudo da corrosividade do solo
contaminado em ago carbono ASTM A36, em que os cupons foram enterrados em
biorreatores com os mesmos ajustes realizados nos microcosmos, com o calculo da
taxa de corrosdo por gravimetria, e as superficies dos substratos enterrados,
analisadas em microscépio eletrénico de varredura (MEV), os tempos de analise
foram os mesmos dos microcosmos. A terceira etapa consistiu em avaliar a
biodegradagao do 6leo diesel em respirbmetros de Bartha, e o tempo do ensaio
respiromeétrico foi de 84 dias. Foram utilizadas as mesmas correg¢des e variaveis nas
trés frentes do experimento, sendo as condicbes empregadas: B..- biorreator
controle, contendo o solo peneirado e a umidade ajustada; Bj;- biorreator diesel,
contendo o solo peneirado, a umidade ajustada e contaminado em 5% de OGleo
diesel; By, - biorreator diesel com nutrientes, contendo o solo peneirado, a umidade
ajustada, contaminado em 5% de oleo diesel e os nutrientes nitrogénio e fosforo
ajustados em relagdo ao carbono orgéanico total; e By,,x.- biorreator diesel com
nutrientes e goma xantana, contendo o solo peneirado, a umidade ajustada,
contaminado em 5% de 6leo diesel, os nutrientes fosforo e nitrogénio ajustados em
relagdo ao carbono organico total e 0,5% de goma xantana. Na Figura 6 encontra-se
o fluxograma das etapas realizadas.
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Figura 6 - Fluxograma experimental
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Fonte: A Autora (2023)

3.1 AMOSTRAGEM DO SOLO

O solo foi coletado no Porto de Suape, Estr. Engenho Salgado, municipio de
Ipojuca - PE, conforme coordenadas GPS, exposto na Figura 7. Uma amostra de 60
kg de solo foi coletada em amostragem dispersa ao longo da area de 100 m2. O
local de amostragem foi escolhido para refletir a viabilidade do uso da técnica de
bioestimulagdo no processo de biodegradacdo de uma possivel contaminagdo do
solo por d6leo diesel, por se tratar de uma area muito préximas a tanques de
armazenamento de combustiveis, como gasolina, O6leo diesel e outros
hidrocarbonetos. Além da alta probabilidade de haver microrganismos indigenas
capazes de sobreviver em ambientes contaminados com derivados do petrdleo e,
consequentemente, capazes de degrada-los. Antes da coleta, certificou-se de que o
local de coleta ndo continha contaminacgéo direta com petroleo e seus derivados.



Figura 7 - Foto do local de coleta via satélite
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O solo foi coletado conforme ABNT-NBR-14283:1999, em uma profundidade

entre 15 e 20 cm, conforme Figura 8, cuja area de amostragem foi percorrida em

ziguezague, em diversos pontos diferentes. A amostra foi composta por varias

amostras simples, posteriormente homogeneizadas manualmente, para obtengao de

uma amostra composta. O solo coletado foi acondicionado em sacos plasticos

limpos para o transporte.
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Figura 8 - Profundidade de amostragem do solo

Fonte: A Autora (2023)

A amostra de solo foi espalhada pela bancada, Figura 9, em temperatura
ambiente por 4 dias, até que fosse possivel o peneiramento em malha 2,0 mm
(ABNT-NBR-14283:1999). Em seguida, o solo foi armazenado em caixa
organizadora de plastico com tampa, em temperatura ambiente, até a realizagdo dos

experimentos.
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Figura 9 - Amostra de solo disposta em bancada

Fonte: A Autora (2023)

3.2  ANALISES DE CARACTERIZAGCAO DO SOLO

As analises fisico-quimicas realizadas foram: granulometria, densidade real e
aparente, classificacdo textural do solo, pH, umidade, capacidade de campo,
estabilidade do solo, carbono organico total, nitrogénio total, fésforo, potassio,
enxofre, ferro, teor de 6leos e graxas e quantificagao microbioldgica.

3.2.1 Granulometria e caracterizagao do solo

As analises: granulométrica, densidade real e aparente, e classificagdao do
solo foram realizadas em laboratério registrado com razéo social Tecsolo, localizado
na cidade de Recife (PE), seguindo metodologias propostas pela Embrapa
(TEIXEIRA et al., 2017).
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3.2.2 Analise de pH do solo

A determinagdo do pH do solo foi realizada conforme Luchese et al. (2001).
Pesou-se 10 g de solo peneirado, juntamente com 25 mL de agua destilada,
deixando sob agitacédo por 15 minutos. Apds descansar por 1 hora, o pH foi medido

potenciometricamente, realizado em triplicata.

3.2.3 Analise de umidade

A determinacdo da umidade do solo foi realizada conforme procedimentos de
Luchese et al. (2001), em que pesou-se 10 g de solo peneirado em placa de petri,
com secagem em estufa a 105°C por 2 horas, esfriando-se em dessecador, e
pesando a amostra novamente em balanca analitica. Apos pesar, a amostra foi seca
em estufa novamente a 105°C por 1 hora, pensando-se novamente. O processo foi

realizado até que se obtivesse massa constante.

A umidade residual do solo (Wg) foi calculada conforme Equacgao 9

W,. Pesoymido — PeS0seco . 100 Equacéo 9
Pesoﬁmido

3.2.4 Anidlise de capacidade de retengcao de agua no solo (CRE)

A capacidade de retencdo de agua no solo foi determinada seguindo-se
Luchese et al. (2002). Sobre um papel de filtro em funil de vidro, pesou-se 100g de
solo peneirado, dispostos sobre proveta graduada de 100 mL, em triplicata. Verteu-
se 100 mL de agua destilada sobre a amostra de solo, de forma que a agua
percolasse e alcangasse a proveta, por 24 horas, conforme Figura 10.
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Figura 10 - Capacidade de retengao de agua no solo

Fonte: A Autora (23)

Apos as 24h, o volume de agua filtrada foi determinado a partir da graduagéao
da proveta. O calculo da CRE ¢ descrito pelas Equacao 10 e Equacéao 11:

V.=V,=V; Equacao 10
CRE (%) = 100 — V, Equacéao 11

Em que:
V,. = volume retido pela amostra de solo
Vi = volume do filtrado

V; = volume inicial de agua = 100 mL
3.2.5 Analise preliminar de estabilidade do solo
Para a viabilizagdo da condigdo do solo em relagdo ao ajuste de umidade, a

adicdo do contaminante e a concentragao da goma xantana (GX), foi realizado um
teste de estabilidade com o objetivo de obter o melhor ajuste, de modo a evitar a
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compactagao do solo resultante, o que poderia afetar negativamente as condi¢des
do experimento, especialmente para realizagdo da homogeneizagcdo dos
biorreatores. As variagbes estudadas foram com os parametros: ajuste de umidade,
concentragcdo de goma de xantana e a contaminagdo de 5% de O6leo diesel. As
variagdes realizadas estdo na Tabela 1, expostas na Figura 11.

Tabela 1 - Variagoes teste de estabilidade do solo

Variagio Solo  Oleo diesel S10 (%) Umidade (%) Goma xantana (%)

a + - -

b + - 10,00 0,25
c + - - 0,25
d + - - 0,50
e + - 10,00 0,50
f + 5,00 10,00 0,25
g + 5,00 10,00 0,50

Fonte: A Autora (2023)

Figura 11 - Teste de estabilidade (a): Solo puro; (b): Solo, umidade em 10% e 0,25% GX;
(c): Solo e 0,25% GX; (d): Solo e 0,5% GX; (e) Solo, umidade em 10% e 0,5% GX; (f): Solo,
umidade 10%, 0,25% GX e 5% oleo diesel e (g): Solo, umidade em 10%, 0,50% GX e 5%
Oleo diesel
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Fonte: A Autora (2023)




83

3.2.6 Analise carbono orgénico total

A analise do carbono organico foi realizada em laboratério externo a
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), de acordo com pela via Walkley
Black, método de titulagdo apos oxirredugao por via umida, metodologia descrita por
EMBRAPA (TEIXEIRA et al., 2017).

3.2.7 Analises de nutrientes

As analises dos teores de nitrogénio total, fosforo, potassio, enxofre e ferro
foram realizadas em laboratério Tecsolo, de acordo com metodologias da Embrapa
(TEIXEIRA et al., 2017).

3.2.8 Teor de bleos e graxas

A analise dos teores de Oleo e graxas também foi realizada no laboratorio
Tecsolo, foram determinados por meio da metodologia de gravimetria (TEIXEIRA et
al., 2017).

3.2.9 Quantificagao microbiolégica

Os microrganismos quantificados foram: heterotroficas aerobias e anaerobias
(BHA e BHAnN), quantificados pela técnica do numero mais provavel (NMP). O
método de NMP é baseado na analise estatistica de distribuicdo dos microrganismos
em suspensdo. O procedimento foi realizado em trés séries de cinco diluigdes ou
mais, e a presenga de microrganismos foi determinada pelos tubos que exibem
turbidez. A concentragdo de microrganismos foi estimada a partir da tabela de
numero mais provavel, com nivel de confianga de 95% (DA SILVA et al., 2021). As
bactérias hidrocarbonoclasticas foram quantificados por meio da contagem de
unidades formadoras de colénias (UFC), pela técnica “pour-plate” (método da placa
derramada). Todas as analises microbioldgicas foram conduzidas utilizando-se uma
unica amostra para cada ponto temporal e sistema, o que ndo estabelece uma
amostragem espacial com uma margem para calculo de desvio padrao.

Para a quantificagdo dos grupos de microrganismos de interesse do tempo
inicial t=0, e nos pontos de controle 7, 14, 28, 42 e 56 dias, preparou-se uma
suspensao celular por meio da homogeneizagao de 10 g de solo em 90 mL de agua
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destilada estéril. Para o grupo de microrganismos anaerobios, realizou-se as
diluicdes decimais sucessivas em solugdo redutora; para os grupos de
microrganismos aerobios, realizou-se as diluicdes decimais sucessivas em agua
destilada estéril.

Os meios de cultura utilizados para a quantificacdo das bactérias
heterotroficas aerdbias, anaerdbias e hidrocarbonoclasticas, estdo descritos a
seqguir.

As bactérias heterotroficas anaerdbias foram quantificadas por meio da
técnica do numero mais provavel (NMP/g de solo). Utilizando-se frascos do tipo
penicilina (volume de 10 mL), contendo 9,0 mL de meio Tioglicolato (29,75 g/L), Agar
(0,75 g/L) e Resazurina (0,001 g/L), purgados com gas nitrogénio por 20 minutos, e
1,0 mL das respectivas diluigbes, que variou de 101 a 1078, Apds inoculagéo, em
triplicata, os frascos vedados com tampas de borracha e lacres de aluminio, foram
incubados em temperatura de 30 + 1°C por 28 dias. Apds periodo de incubacéo, foi
verificado o crescimento dos microrganismos por meio da visualizagao da turvagao

do meio, e a concentracéo celular calculada em NMP/g solo, conforme Figura 12.

Figura 12 - Tubos inoculados para BHANn apos viragem

Fonte: A Autora (2023)

As bactérias heterotréficas aerdbias foram quantificadas por meio da técnica
do numero mais provavel (NMP). O meio utilizado foi caldo nutriente, composto por:
peptona de carne 5,0 g/L, extrato de carne 3,0 g/L, sacarose 20,0 g/L. Apds 48 horas

de incubacdo em temperatura de 30+ 1°C, foi verificado crescimento dos
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microrganismos pela visualizagdo da turvagdo do meio, como pode ser observado

na Figura 13.

Figura 13 - Tubos de ensaio inoculados para BHA apoés viragem
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Fonte: A Autora (2023) )

As Hidrocarbonoclasticas foram quantificadas pela técnica "pour plate", de
unidade formadora de colénias (UFC/g solo), metodologia adaptada de Ali et al.,
(2019). Foi utilizado o meio mineral de Bushnell Hass Agar, da marca Himedia, cuja
composicao esta descrita na Tabela 2.

Tabela 2 - Composi¢ao do meio Bushnell Haas Agar

Componente Concentragao (g/L)
Sulfato de Magnésio 0,20
Cloreto de calcio dihidratado 0,02
Fosfato de potassio 1,00

monobasico

Fosfato de potassio dibasico 1,00
Nitrato de aménio 1,00
Cloreto férrico 0,05
Agar 20,00

Fonte: A Autora (2023)
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A inoculacao foi realizada a partir das diluicdes seriadas em placas estéreis
de poliestireno, com 1 mL de indculo de cada diluicdo, que variou de 107! a 1078,
aproximadamente 15 mL de meio Bushnell Haas Agar, e 0,16 mL de 6leo diesel (1%
do volume total), como unica fonte de carbono e energia (CURIEL-ALEGRE et al.,
2022). O dleo diesel utilizado foi esterilizado com aplicagdo de UV, pelo tempo de 30
minutos, em cabine biolégica. As placas foram inoculadas em triplicata, com a
realizacao das placas em branco, sendo estas apenas com meio mineral e outra
com meio mineral, adicionando-se 0,16 mL de 6leo diesel estéril. Foram realizados
teste de controle com e sem adigdo de oOleo diesel e todas as inoculagbes para
assegurar o padrao de crescimento das hidrocarbonoclasticas.

Apos inoculagao, as placas foram incubadas em temperatura de 30 + 1°C por
7 dias, para posterior contagem das unidades formadoras de colbnias, para o calculo
da concentragao celular, em UFC/g solo, conforme Figura 14.

Figura 14 - Unidades formadoras de col6nias das bactérias hidrocarbonoclasticas

£

Fonte: A Autora (2023)
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3.2 MICROCOSMOS

A biodegradacéao foi avaliada em quatro biorreatores, os quais denominou-se
microcosmos, cujas bandejas de polipropileno, medindo 28 cm x 20,5 cm x 6,4 cm,
contendo 3,0 kg de solo peneirado. Os microcosmos tiveram a umidade ajustada
para 50% da capacidade de reteng¢do, umidade suficiente para a saturagdo do solo
possivel a difusdo do oxigénio na matriz do solo (MACCI et al., 2021), calculada
conforme apéndice A. Os ajustes realizados nos microcoscos bioestimulados, com

0os nutrientes nitrogénio e fosforo, por meio da adicdo de NH4NO; e K;HPO, ),

respectivamente, foram explicitados no apéndice B. Para melhor homogeneizacgao,
os nutrientes foram dissolvidos na agua do ajuste da umidade do microcosmos para
50% da CRE do solo. Os microcosmos montados foram: o biorreator solo controle
B, contendo apenas o solo peneirado e a umidade ajustada em 50% da capacidade
de retencao; o biorreator solo diesel Bp;, contendo o solo peneirado com a umidade
ajustada em para 50% da capacidade de retencédo e contaminagédo de 5% (p/p) de
oleo diesel S10; o biorreator solo nutrientes By,, contendo solo peneirado, umidade
ajustada em 50% da capacidade de retencdo, bioestimulado com nutrientes
nitrogénio e fosforo, em relagdo ao carbono ja existente no solo, mais o carbono
adicionado com a contaminacao artificial realizada com o o6leo diesel, sendo a
proporgao calculada C:N:P em (100:10:1); e o biorreator solo nutrientes e xantana
Byuixa, cOntendo o solo peneirado, umidade ajustada em 50% da capacidade de
retencdo, 5% (p/p) de oleo diesel S10, bioestimulado com nutrientes, com a mesma
proporgao do microcosmo By, € 0,5% (p/p) de goma xantana.

A Tabela 3 apresenta as cargas de solo, agua, diesel S10, nutrientes e goma
xantana adicionados aos microcosmos, levando-se em consideragao a massa de 3

kg do microcosmo.
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Tabela 3 - Cargas de componentes adicionados aos microcosmos

Sistema Solo(g) Agua(g) Diesel NH,NO; K,HPO, Xantana

$10 (g9) (9) (9) (9)
B¢t 2745,00 255,00 - - - _
Bpi 2595,00 255,00 150,00 - - -
Bnu 2551,25 255,00 150,00 36,48 7,2754 -

Bnu+xa 2536,25 255,00 150,00 36,48 7,2754 15,00
Fonte: A Autora (2023)

Os ajustes realizados aos birreatores (4 kg) e respirbmetros (50 Q)
executados da mesma forma dos ajustes dos microcosmos, exposta no Apéndice A
e Apéndice B. Os quatro microcosmos podem ser vistos na Figura 15.

Figura 15 - Microcosmo controle (a) B, (b) Bpi; (C) Byy € (d) Byy+xa

',“ P TR L8 SN L TN
Fonte: A Autora (2023)
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Como mostrado na Figura 16, os microcosmos foram mantidos fechados com

plastico celofane, para evitar a evaporagao.

Figura 16 - Microcosmos cobertos com plastico

Fonte: A Autora (2023)

A concentracao de 5% de contaminante foi escolhida devido a evidéncias de
que concentragbes maiores tendem a diminuir a atividade microbiana, devido a
toxicidade, influenciando a producdo de biomassa bacteriana, além de prejudicar
também a proporgdo dos nutrientes C:N:P e o oxigénio disponivel aos
microrganismos (KEBEDE et al., 2021).

Com amostras do solo proveniente dos quatro microcosmos, foram realizadas
as quantificagdes microbioldgicas dos grupos de microrganismos de interesse:
aerobios heterotroficos, anaerobios heterotroficos e das hidrocarbonoclasticas, nos
tempos de 7, 14, 28, 35, 42 e 56 dias.

Ao final dos 84 dias de incubacao foram realizadas as analises de teor de
O0leo e graxas dos sistemas estudados, seguindo metodologia citada em segao
3.2.8.

3.3 BIORREATORES PARA TAXA DE CORROSAO

Para o estudo da corrosao dos cupons de material aco carbono ASTM A36,
outros quatro biorreatores foram montados em bandejas de polipropileno, medindo
28 cm x 18,2 cm x 8,4 cm, com massa de 4 kg de solo peneirado, com 0s mesmos
parametros ajustados no item 4.2, solo controle (B,;), solo diesel (Bp;) e solo,

diesel e nutriente (By,) e solo, diesel, nutrientes e xantana (Byy.x.)- Os cupons
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foram enterrados a uma profundidade média nestes biorreatores para posterior
realizacao das taxas de corrosdo, 15 corpos de prova em cada biorreator, com
dimensdes médias de 10 mm x 20 mm x 6 mm, conforme Figura 17. As taxas de
corrosdo foram calculadas nos tempos: 7, 14, 28, 42 e 56 dias, em triplicata.

Os cupons de ago carbono ASTM A36, foram jateados previamente com
esferas de vidro, limpos com alcool isopropilico e, para a remocdo da umidade,
imergidos em acetona. Apds a limpeza, os corpos de prova foram secos com auxilio
de ar quente, pesados em balanga analitica, identificados, e entdo, enterrados aos
respectivos biorreatores.

Figura 17 - Cupons de ago carbono ASTM A36

Fonte: A Autora (2023)

Os biorreatores foram mantidos em temperatura ambiente, em torno de 30°C,
até o 56° dia de incubagdo. Para melhor manutencdo da umidade dos sistemas, os
biorreatores também foram mantidos cobertos, vistos na Figura 18.



Figura 18 - Biorreator solo controle (a) B.;; (b) Bp;; (C) Byy € (d) Byu+xa
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Fonte: Autora (2023)

3.3.1 Microestrutura do aco A36

91

Realizou-se o ataque quimico do aco A36 com solugao nital 2%, composta

por 2% de acido nitrico e 98% de alcool etilico. O ataque quimico do aco foi

realizado por imersao, durante 15 segundos. Apds o tempo de imersao, o cupom foi

lavado em agua corrente para interromper o ataque quimico e, seca por jato de ar

quente e, em seguida, polida com lixas d’agua #1000, #1200 e # 1500. Apds polida,

a superficie do metal foi observada em estereomicroscopio Axio Zoom V16 da

Zeiss®, operando com software AxioVision, para que os contornos da microestrutura

e as fases da liga pudessem ser visualizadas.
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3.4 PERDA DE MASSA E TAXA DE CORROSAO

Para calculo da perda de massa e taxas de corrosédo, os cupons enterrados
foram retirados dos biorreatores, e submetidos ao um processo de pré-limpeza do
solo aderido, com auxilio de escova macia e agua destilada. O solo aderido ao
substrato foi removido para que ndo houvesse imprecisdo no calculo da perda de
massa. Os cupons apoés retirada no t= 14 dias, dos biorreatores B.; ,Bp;, Byu ©

Byuixas €Stao expostos nas Figura 19.
Figura 19 - Cupom desenterrado do (a) B¢;; (b) Bpi; (¢) Byy € (d) Byy+xa

(@) ) (b)

©

Fonte: A Autora (2023)
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ApoGs a limpeza preliminar, os substratos foram submetidos a ciclos de
decapagens acidas, em que os cupons foram imersos em solugéo de acido cloridrico
15% (p/v) por 10 segundos, lavados em agua corrente e lavados em agua destilada
novamente. ApOs decapagem, os corpos de prova foram imersos em alcool
isopropilico e acetona, por 10 segundos e, posteriormente, secos com jato se ar
quente (ASTM G1-03, 2011).

ApOs a decapagem acida, os cupons foram pesados em balanga analitica, e
voltados ao processo inicial de decapagem, até que se obtivesse valores de massa
constante, constatando a total remog¢ao dos produtos de corrosdo, em média 2
minutos.

As taxas de corrosdo foram calculadas conforme Equagédo 12, contida na
Norma ASTM G1-03 (2011):

Taxa de corrosio(——)= 0.0565:10%W Equacéo 12
ano Areaxt«D
Em que: W= perda de massa (g)

Area= &rea total do cupom, descontando-se area de furo central (cm?)
t= tempo de exposicéo (dias)
D= densidade do ago (7,86 g/cm?)

3.5 ANALISE EM MICROSCOPIO ELETRONICO

As superficies dos cupons apds realizagdo das taxas de corrosdo foram
analisadas em Microscopio Eletrénico de Varredura com emissdo de campo (MEV-
FEG), MIRA 3 da Tescan com software Mira TC. Foi realizada a analise quimica
semi-quantitativa da composicdo metalografica do metal, com a técnica de
Espectroscopia de energia dispersiva (EDS), com o espectrdmetro de energia
dispersiva de raios-X associados ao MEV X-act 51-ADD007 da Oxford Instruments

com software AZtec.
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3.6 ENSAIO DE BIODEGRADAGAO COM RESPIROMETRO DE BARTHA

O ensaio de biodegradagdo em respirbmetros de Batha seguiu os mesmos
ajustes de parametros dos microcosmos e dos biorreatores. O ensaio foi realizado
em triplicata, em que foram montados os respirémetros denominados branco, para
descontar algum tragco de €0, dissolvido que a solugdo de KOH poderia conter.

Para avaliar a biodegradacdo do oleo diesel, foram montados, conforme
ABNT-NBR-14283:1999, os seguintes sistemas de respirdbmetros: solo controle B,
contendo 50g de solo peneirado, com ajuste de umidade em 50% da CRE; solo
diesel Bp;, contendo 50 g de solo peneirado, 5% do 6leo diesel e a umidade
ajustada em 50% da CRE; solo nutrientes, By,, contendo 50g de solo peneirado, 5%
de Oleo diesel, a umidade ajustada em 50% da CRE e o ajuste dos nutrientes
nitrogénio e fosforo na propor¢cdo de C=100:N=10:P=1; e o solo xantana, Byyixa,
contendo 50g de solo peneirado, a umidade ajustada em 50% da CRE, o ajuste dos
nutrientes nitrogénio e fosforo na proporgédo de C=100:N=10:P=1 e 0,5% de goma
xantana. Todos os respirbmetros montados tiveram a adicdo de 10 mL de solugao
de KOH a 0,2 mol/L ao brago lateral da vidraria, onde o €0, produzido reagia com
a solugdo. Os respirdbmetros dos sistemas branco e B, estdo expostos na Figura
20.
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Figura 20 - Respirdbmetros dos (a) sistema branco; (b) controle; (c) diesel; (d) nutrientes e (e)
xantana

@ = B ®) — © T B

Fonte: A Autora (223)

A quantificagdo do CO,¢,) produzido pelos microrganismos contidos nos
sistemas montados foi realizada por meio da medicdo da condutividade da solucao
de KOH. As solugbes foram medidas com o equipamento condutivimetro Digimed,
modelo DM-32, célula com modelo DMC-010, K = 1¢m™!. Os respirébmetros foram
mantidos fechados, incubados em temperatura média de 28°C.

As leituras das condutividades dos sistemas foram realizadas utilizando-se
pipeta de 10 mL para retirar a solugdo de KOH do brago lateral para um Erlenmeyer.
Para a lavagem do braco lateral, utilizou-se 20 mL de agua descarbonatada, antes
da reposi¢cédo da nova solugdo de KOH para leitura seguinte.

Com o auxilio da curva de calibragdo, explicitada no Apéndice C, a

concentragdo de CO, g, foi calculada em cada respirometro estudado, para posterior
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calculo da taxa de biodegradagédo. As medidas das condutividades foram realizadas
a cada 24h, até o 37° de ensaio, passando para a cada 48h até 73° dia, com as
medidas finais realizadas até 84° dia realizadas a cada 72h.

3.6.1 Quantificagao do €O,

A curva analitica foi construida com a partir da medida da condutividade de
11 solugbes contendo volumes proporcionais de KOH, 0,2 M e KZCO3(D 0,1 M, de
forma que o numero de (CO0,y,, pudesse ser calculado estequiometricamente
(MAZZEO et al., 2020).

Inicialmente foram preparadas solugdes de KOH;y a 0,2 M e K,C05,a 0,1 M,

com agua fervida em autoclave a 121 °C, por 15 minutos, para que se eliminassem
tracos de gas carbdnico dissolvido.

A construcdo da curva analitica (n°mols CO, x Condutividade (mS)), foi
realizada a partir da leitura da condutividade dos seguintes pontos:

Primeiro ponto: Vkoy (02m) = 10 mL; Vyy,0 = 20 mL - n¢g, =0

Segundo ponto: Voy (o2m) = 9 mL; Vi, co, (0,1m) = 1 mL € V0 = 20 mL
Utilizando-se C,V; = C,V, (Equagdo 13), tem-se: 0,1 M x 1 mL = C,x 10 mL -

mol
C, = 0'01T de K,CO3 — n¢p, = 0,01 mol/L

Utilizando novamente a Utilizando-se C;V; = C,V, (Equagdo 13, tem-se:
0,01 %2222 0,001 L = 100umol de CO,.
Terceiro ponto: Vioy (o,2m) = 8 mL; Vi, co, (0,1m) = 2 mL € Vo = 20 mL
Utilizando-se a Equacdo 14, tem-se 0,1 M x 2mL = C,x 10 mL —
C, = O,OZmTOl de K,CO;3 — n¢p, = 0,02 mol/L
Utilizando-se a  Utilizando-se C,V; =C,V, (Equagdo 13), tem-se:

0,02 %2222 40,01 L = 200umol de CO,.

E assim foi feito para o restante dos pontos medidos, até o 11°, em que se

mediu a condutividade da solugdo contendo Vk,co, (o,1m) = 10 mL € Vy,o = 20 mL.
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Com os pontos de n° mols CO, e de condutividade (mS), plotou-se a curva analitica

que pode ser vista no Apéndice C.

3.7 AVALIACAO DA BIODEGRADACAO DOS MICROCOSMOS

Com o objetivo de se avaliar da taxa de biorremediacdo, a quantificacédo de
Oleos e graxas foi realizada por gravimetria, pela extracdo em Soxhlet (IT 06-
07.133), realizada em laboratério externo a UFPE. Os tempos de amostragem para
a analises foram: tempo inicial, do solo amostrado sem a contaminagéo artificial com
oleo diesel, e das amostras dos quatro biorreatores estudados, B¢;, Bpi, Byu, €

Bpyu+xa, NO tempo=84 dias de incubacao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Para melhor entendimento, a apresentagcdo dos resultados e discussdes
desta pesquisa esta dividida em exposigao dos seguintes topicos: caracteristicas
fisico-quimicas e quantificagdo microbiologica do solo antes da contaminagao
artificial com 6leo diesel S10; caracterizacao fisico-quimica do 6leo diesel; escolha
do melhor ajuste de umidade experimental; evolugdo da biodegradacgéo a partir dos
dados respirbmetricos obtidos; quantificagdo microbiolégica dos microcosmos ao
logo do tempo experimental; variagdo do pH dos microcosmos ao longo do tempo
experimental; eficiéncia da remog¢ao dos dleos e graxas obtidos a partir das analise
obtidas em laboratério externo a UFPE; analise das taxas de corrosdo dos cupons
de ago A36 e analise morfolégica por MEV das superficie dos cupons apos

decapagem.

4.1 CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA E QUANTIFICACAO MICROBIOLOGICA
DO SOLO INICIAL

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos com a analise de granulometria
do solo. A propor¢ao analisada foi de 95,7% de areia, 1,2% de silte e 3,1% de argila,
com a categorizagao apresentada no Quadro 2, solo com as proporgdes areia>80%
e argila<10%, s&o classificados com textura arenosa.

Tabela 4 - Granulometria do solo

Granulometria Resultado
Areia (g/kg) 957,0

Silte (g/kg) 12,0
Argila (g/kg) 31,0
Densidade real (kg/dm?3) 2,83
Densidade aparente (kg/dm?3) 1,52
Classe textura Arenoso

Fonte: A Autora (2023)

A auséncia de agregacédo das particulas no solo arenoso pode facilitar a

volatilizagdo do poluente, uma vez que as particulas ndo se mantém unidas e,
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portanto, permitem a movimentacdo do poluente através do solo. Além disso, o
espaco entre as particulas aumenta a oxigenagdo do solo, o que favorece as
atividades microbioldgicas, uma vez que microrganismos necessitam de oxigénio
para sua sobrevivéncia e atividade metabodlica. Essa maior oxigenagcdo também
aumenta a area de superficie efetiva, facilitando a acessibilidade do contaminante
aos microrganismos e, consequentemente, sua degradagao (KIM et al., 2022).

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos com as analises preliminares do
solo. O valor de pH neutro obtido na analise fez com que o solo tenha sido
trabalhado em sua forma bruta, sem necessidade de neutralizagdo. Fato que seria
necessario caso o pH encontrado fosse acido, devido a este parametro influenciar
na atividade microbiana, com evidéncias que o pH ideal para a biorremediacao deve
estar entre 5 e 8 (KEBEDE et al., 2021).

Tabela 5 - Parametros iniciais medidos no solo

Parametro Resultados
pH 7,800
Umidade residual (%) 1,500
Capacidade de retengao (%) 20,000
COT (%) 0,150
Nitrogénio total (mg/kg) 124,600
Fosforo (mg/kg) 6,463
Potassio (mg/kg) 20,725
Enxofre (mg/dm3) 38,000
Ferro (mg/dm?3)) 30,000
Oleos e graxas (%) 0,250

Fonte: A Autora (2023)

O valor de carbono organico mensurado de 0,150% € coerente com a
classificagao da textura do solo, solos arenosos tendem a ter menor quantidade de
carbono organico, uma vez que a matéria organica nesses solos sado baixas em
relagdo aos solos argilosos, por exemplo (NAYAL et al., 2019; KEBEDE et al., 2021).

Ja as quantificagbes do nitrogénio, fosforo, nutrientes essenciais ao
metabolismo microbiano, 124,6 mg/kg, 6,463 mg/kg, respectivamente, foram
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ajustados para do biorreator com bioestimulos, calculos explicitados em Apéndice
B.

A analise de 6leo e graxas de 0,250% demonstrou que a regidao a qual foi
coletada a amostra de solo para este experimento se encontrava com baixo teor de
residuo oleoso proveniente de derrames ou vazamentos, pois a area de coleta foi
em Porto de Suape, local suscetivel a vazamentos de derivados do petréleo.

A Tabela 6 apresenta a quantificagdo microbioldgica inicial do solo, realizada
com os grupos das bactérias heterotroficas aerdbias e anaerobias, e as bactérias
hidrocarbonoclasticas, grupos também quantificados ao longo do tempo

experimental.

Tabela 6 - Quantificagdo microbioldgica inicial do solo

Grupo de bactérias Concentragao celular
Heterotroficas aerdbias 1,10 * 108 NMP/g
Heterotroficas anaerdbias 2,00 « 10* NMP/g
Hidrocarbonoclasticas 6,80 x 10°UFC/g

Fonte: A Autora (2023)

As primeiras analises dos grupos microbianos presentes no solo forneceram
informagdes sobre as atividades dos microrganismos autoctones ja adaptados ao
ambiente local. Esses resultados foram utilizados para orientar a implementacdo da
biorremediagao do 6leo diesel por meio da estimulagdo da microbiota indigena com
nutrientes, com o intuito de alcancar uma taxa eficiente de biodegradagao.

Com a concentragdo celular encontrada, a técnica de biorremediacao se
mostrou viavel, pois a mineralizagdo dos compostos orgénicos é fortemente

associada a composic&do de microrganismos nativos no solo (NAYAL et al., 2019).
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4.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO OLEO DIESEL
O oleo diesel S10 utilizado para contaminar o solo deste experimento foi
comprado em posto de combustivel BR, em que o boletim de conformidade foi

fornecido pelo mesmo, exposto na Tabela 7.

Tabela 7 - Caracterizacao fisico-quimica do 6leo diesel S10

Parametro Resultado Método
Aspectos visuais Limpido NBR 14954
Cor visual Amarelada Visual
Condutividade elétrica 79,0 ASTM D2624
(pS/m)

Massa especifica a 24°C 841,3 NBR7148
(kg/m?)

Ponto de fulgor (°C) 62,0 D56

Teor de agua por Karl 71,0 D6304
Fischer (ppm)

Fonte: A Autora (2023)

As analises fisico-quimicas realizadas no oleo diesel empregado neste
experimento atestaram que o contaminante utilizado estava em conformidade com
as especificacbes requeridas. O teor de agua presente no Oleo diesel foi
determinado em 0,071 g/L e n&do foi considerado no calculo para ajuste da umidade
do solo.

4.3 ESCOLHA DO MELHOR AJUSTE UMIDADE EXPERIMENTAL

Os ajustes realizados no solo, incluindo a corre¢do da umidade dentro da
faixa da capacidade de retengao entre 50 e 70% e a adigdo de goma xantana, foram
executados em conformidade com a analise preliminar de estabilidade apresentada
na secgao 3.2.5 (ABNT, 1999). No teste de estabilidade, a concentracdo de goma
xantana foi estabelecida para manter as caracteristicas do sistema solo-agua-6leo
diesel sem desestabilizagdo, evitando a compactacido do sistema, devido as
propriedades reoldgicas da goma xantana. Estas caracteristicas foram observadas
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visualmente apos o teste de estabilidade realizado. Além disso, a GX altera a
viscosidade de solugbes e géis, caracteristica importante no planejamento
experimental com a matriz solo (BORGES et al., 2008; DIAZ et al., 2004).

A correcgéo selecionada foi de 0,50% de goma xantana, visto que os sistemas
compostos por 0,25% e 0,5% garantiram a estabilidade adequada do solo, e o
objetivo era estimular o sistema Byy.x, COM a maxima quantidade de xantana que
nao causasse problema de desestabilidade dos birreatores, microcosmos e
respirdbmetros estudados. O ajuste de umidade para 50% da capacidade de retengao
do solo foi realizado, resultando em umidade total de 10%.

Os Dbiorreatores, microcosmos e respirbmetros foram submetidos a
suplementagao de nutrientes por meio da adigado de nitrato de aménio (NH,NO) e
fosfato dipotassico (K,HPO,). A proporcao de nutrientes utilizada foi estabelecida em
relagdo ao carbono orgénico total natural do solo e a contaminagao por oleo diesel,
seguindo a relagédo de (100:10:1) calculo apresentado no Apéndice B. A deciséo de
balancear os nutrientes nitrogénio e fosfato foi fundamentada na elevada eficacia de
biodegradacgao relatada em estudos cientificos executados (BAPTISTA et al., 2003;
MARIANO et al., 2009; BOSCO et al., 2020). A umidade dos sistemas foi ajustada
para 50% da capacidade de retencdo (CRE), apresentado no Apéndice A. As cargas
de solo, agua, diesel S10, nutrientes e goma xantana estdo expostas na segao 3.2.

4.4 CARACTERIZACAO DO ACO A36

A realizagdo da espectroscopia de energia dispersiva (EDS) no ago A36
apresentou o espectro de composicdo deste aco, composto por 95,64% Fe, 2,29%
C, 0,86% Co, 0,75% Mn, entre outros elementos de liga. Com o ataque de 2% de
solugédo nital (segao 3.3.1), realizou-se a microestrutura do ago, apresentado na
Figura 21. Os microconstituintes foram predominantemente compostos por ferrita,
apresentando a cor mais clara, que indica baixo teor de carbono, e a perlita,
apresentando a parte mais escura.
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Figura 21 - Microestrutura do aco A36

SEM HV: 15.0 kV
View field: 20.8 pm
SEM MAG: 10.0 kx Date(m/d/y): 10/28/22

Fonte: A Autora (2023)

4.5 VARIACAO DO PH MICROCOSMOS

Uma das variaveis controladas neste experimento consistiu no monitoramento
dos valores de pH dos sistemas. Conforme descrito na seg¢ao 4.1, constatou-se que
o pH inicial do solo antes da montagem do experimento foi de 7,80. A Tabela 8
apresenta os valores de pH medidos ao longo dos 56 dias de experimento, no
mesmo intervalo da realizagdo das quantificagdes microbianas e taxas de corrosao

dos agos.

Tabela 8 - pH dos sistemas estudados

Dia Bct Boi Bnu BNu+xa
7 8,26 8,09 7,41 7,19
14 8,06 8,11 7,21 7,16
28 8,08 7,42 7,51 7,11
42 8,38 8,07 7,24 7,05
56 8,32 7,85 7,36 7,08

Fonte: A Autora (2023)

Ao longo dos 56 dias de experimento, foi possivel observar que os valores de

pH dos sistemas B¢ e Bp; variaram relativamente pouco, sugerindo a baixa
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expressividade da atividade microbiana. A falta de estimulo com a suplementagao
de nutrientes no sistema Bp; contribuiu para isso.

Os sistemas By, € Byy+xa, @inda que pouco expressivo, obtiveram diminuigcéo
dos valores de pH, em relagdo ao valor medido do solo puro. A diminuigdo do pH de
sistemas de biodegradagao sugere a expressividade da atividade microbiana. Estes
resultados corroboram com estudos realizados por Miranda et al. (2007), que
constatou reducdo do pH na biodegradacdo de dleo diesel, devido a produgéao de
acidos organicos como subprodutos da degradagcdo de hidrocarbonetos pelas
bactérias. Com a introdugéo das cargas de oOleo diesel e nutrientes nos sistemas By,
Bnu € Bhu+xa, @ diminuigao inicial do pH, ainda que pequena, € atribuida a produgao
do metabdlicos acidos como subprodutos da metabolizagdo do 6leo diesel, com a

produgéo do €O, 4 durante o processo de biodegradagao (CARDOSO et al., 2016).

A diminuigdo do pH pode aumentar a solubilidade de micronutrientes como o fésforo,
que foi introduzido ao solo, corroborando ainda mais a evidéncia da atividade
microbiana (CURIEL-ALEGRE et al., 2022). E possivel inferir que a variagédo de pH
dos sistemas teria sido mais significativa se a duracdo do experimento fosse
estendida, considerando que o ultimo ponto de analise de pH foi realizado em 56

dias experimento.

4.6 QUANTIFICAGCAO MICROBIOLOGICA

Foram quantificadas as bactérias heterotréficas aerdbias e anaerobias (BHA e
BHAnN), e as hidrocarbonoclasticas, nos tempos inicial, 7, 14, 28, 42 e 56 dias. Os
dados da quantificacdo das bactérias heterotréficas aerdbias foram plotados no
grafico de log(Concentracdo celular) x tempo, apresentado na

Figura 22.
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Figura 22 - Quantificagéo de bactérias heterotroficas aerdbias
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Fonte: A Autora (2023)

Durante o periodo experimental, constatou-se uma tendéncia de redugéao na
concentragéo celular das BHA em relagdo a medida inicialmente de 1,00 * 108 NMP/
g. O microcosmo B¢, exibiu uma tendéncia decrescente na concentragao bacteriana,
0 que é considerado normal, uma vez que as variaveis bidticas e abidticas do
sistema interferem na dindmica da microbiota presente no solo, o que pode ser
afetado pela coleta do solo. A concentragao celular das BHA teve um pequeno
aumento entre os tempos 7 e 14 dias, porém nada expressivo, fato possivelmente
relacionado a oxigenagao do sistema por meio do revolvimento do solo.

Foi observada uma tendéncia de aumento na concentragdo celular no
microcosmo Bp;, principalmente atribuido a contaminagdo por o6leo diesel. No
entanto, a populagdo microbiana entrou em declinio antes dos outros sistemas,
provavelmente devido ao esgotamento de nutrientes, que neste caso, nao foi
suplementado. A contaminacdo por Oleo diesel resultou em uma propor¢cao de
carbono significativamente maior em relagdo a concentragdo de nutrientes pré-
existentes no solo, bem como tornou o acesso aos nutrientes ja presentes mais

dificil (KEBEDE et al., 2021).
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Ao longo das quantificagbes realizadas, foram observados aumentos na
concentracao celular das BHA nos microcosmos By,, 0 que é esperado em fungao
da bioestimulagdo. Por outro lado, o sistema Byy,xa apresentou menores variagoes
na concentragcdo celular, em comparagdo com By,, possivelmente devido a
alteracado da dindmica de disponibilidade de nutrientes aos BHA interferida pela GX.
A concentracdo das BHA no microcosmo Byy.xa diminuiu mais do que a do By,. Isso
pode ser atribuido a adigdo da GX, que possui diversas caracteristicas funcionais:
uma segunda fonte de carbono para o metabolismo microbiano, biodispersante e
emulsificante, para facilitar o acesso dos microrganismos as moléculas do poluente.
Porém, como a dindmica de biodegradacédo dessa segunda fonte de carbono néo é
totalmente compreendida, € possivel que ela tenha afetado o crescimento
microbiano.

Os dados da quantificacdo das bactérias heterotréficas anaerdbias foram

plotados no grafico de log(Concentracdo celular) x tempo, apresentado na Figura 23.

Figura 23 - Quantificagéo de bactérias heterotroficas anaerébias
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Fonte: A Autora (2023)

Conforme investigado por Mariano et al. (2007) em um experimento de 56
dias de biorremediacdo de solo contaminado por vazamento de Oleo diesel
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armazenado em taque de posto de gasolina, a aplicagdo de estratégias de
bioestimulacgdo com nutrientes e bioaumentagdo, resultou em um aumento
significativo da concentracdo celular bactérias heterotroficas estimado em
aproximadamente de 3 a 20 vezes. No experimento de biorremediacdo estimulada
com nutrientes em solo contaminado artificialmente com petréleo bruto leve,
realizado por Silva et al. (2022), foi observada uma rapida elevagédo no crescimento
de bactérias mesofilicas no inicio do estudo, de 5,9 x10* UFC/g para 3,4 *
10° UFC/g, No entanto, apds 30 dias, houve uma queda na concentragdo dessas
bactérias, seguida por estabilizagdo e uma diminuicdo gradual, com queda para
1,44 « 107 UFC/g ao final dos 180 dias de experimento. Esses resultados indicam
uma provavel redugao dos nutrientes disponiveis as bactérias.

Como observado na Figura 23, a concentragdo inicial das bactérias
heterotréficas anaerobias foi baixa, com valor de 2,00+ 10* NMP/g. Apds a
montagem dos sistemas, observou-se uma diminui¢do da concentracdo de BHAn no
tempo 7 dias, principalmente nos sistemas By, € Byu+xa, POSSivelmente devido a
alteragdes nas condi¢cdes de oxigenacgao, viscosidade, toxicidade, entre outras,
decorrentes da carga de 6leo diesel. Um solo recém contaminado por determinado
poluente, pode resultar na diminuicdo drastica em algumas comunidades
bacterianas, enquanto outras se tornarem abundantes (KEBEDE et al., 2021).
Porém, no tempo 14 dias, a concentracdo de BHAn aumentou significativamente, o
gue pode ser explicado pelas condi¢des favoraveis para a anaerobiose.

As concentragcdes de BHAN nos sistemas B, Bpi; Bnu € Byu+xa, @aumentaram
significativamente. Enquanto o numero de individuos aerdbios estava em ascenséo
por terem condi¢gdes propicias ao metabolismo aerdbio, os individuos anaerobios
estavam em menor nimero. A medida que o nimero de individuos heterotréficos
aerobios aumenta, vai havendo escassez dos recursos, dentre eles, do oxigénio,
momento em que o sistema se torna propicio ao crescimento das bactérias
heterotréficas anaerdbias (CARDOSO et al.,, 2016). Ao final do experimento,
observou-se as BHA em menor concentragdo e as BHAn em maior concentragao.
Nota-se que ao final dos 56 dias a concentragdo de individuos heterotroficos
anaerobios no sistema Byy,x, fOi significativamente maior, e isso pode ser explicado
pela diminuicdo de oxigenagédo do solo, ou devido ao aumento da viscosidade do
meio proporcionada pela GX, pois meios com altas viscosidades tendem a estimular
o crescimento de microrganismos aerobios (CARDOSO et al,, 2016). Como ja
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mencionado, a GX adicionada ao sistema Byy.xa POSsui propriedades reoldgicas,
podendo alterar a viscosidade do meio, o que foi observado durante a montagem do
sistema, em que o solo tendeu a se compactar, mesmo em condigdes de
suplemento minimo de agua.

A concentragdo de bactérias sugerida para um processo de biorremediagéo
bem-sucedido deve estar entre 10* e 107 UFC/g de solo, e uma concentragédo
celular de 10*3 UFC/g de solo ja ndo é ideal para se obter taxas de biodegradacao
eficientes (KEBEDE et al., 2021).

Os dados da quantificacdo das bactérias hidrocarbonoclasticas foram

plotados no grafico de log(Concentragio celular) x tempo, apresentado na Figura 24.

Figura 24 - Quantificacao de bactérias hidrocarbonoclasticas
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Fonte: A Autora (2023)

De acordo com Figura 24, o numero inicial de organismos
hidrocarbonoclasticas do solo era 6,24 * 10°UFC/g. Devido a area de coleta do solo
ter sido proxima a tanques de combustiveis, cuja provavel contaminagdo com

derivados do petrdleo é conhecida, a presenca das hidrocarbonocasticas foi
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considerada altamente provavel, e essa hipbtese foi confirmada na quantificagao
inicial.

Observou-se um aumento na concentracao de bactérias
hidrocarbonoclasticas em B¢, apds 7 dias de incubacédo, o que pode ser explicado
pelo aumento da oxigenagdo e umidade aportada na montagem dos sistemas. No
entanto, apos 7 dias devido a auséncia de contaminagdo por Oleo diesel, a
concentragdo de bactérias diminuiu, possivelmente devido a falta de nutrientes,
especialmente fonte de carbono.

A contaminacao por oOleo diesel resultou no aumento das concentragcées de
bactérias nos sistemas Bp;; Byyu € Bnuixa, conforme esperado, devido a
disponibilidade de hidrocarbonetos. Segundo Yalaoui-Guellal et al. (2020), a adigéo
de 108UFC/mL de bactérias hidrocarbonoclasticas isoladas em uma regido da
Nigéria propicia ao crescimento desses microrganismos resultou em uma
significativa taxa de biodegradacéo de petréleo bruto, com 56,5% de biodegradagao.

Como observado na Figura 24, a concentragdo de hidrocarbonoclasticas em
todos os sistemas, com excecdo de B¢, permaneceu elevada em relacdo a
concentracao inicial, devido a presenca de contaminagao por 6leo diesel. Com base
na pesquisa de Trejos-Delgado et al. (2020), pode-se observar uma clara correlagao
entre o aumento acelerado da concentracdo de bactérias heterotréficas e
hidrocarbonoclasticas e o incremento na respiracao basal da microbiota do solo,
sugerindo uma associagao intrinseca com o funcionamento metabdlico microbiano.

Entre os sistemas contaminados com 6leo diesel, Bp;; Byu € Byu+xa, © Byu
apresentou maior aumento na contagem de UFC/g, resultado esperado devido a
bioestimulacdo com nutrientes. Uma explicagdo admissivel para a concentracao de
hidrocarbonoclasticas no sistema By, ter sido maior do que em Byy;xa fOi que a
adicdo da goma xantana, possa ter alterado a biodisponibilidade dos nutrientes para
as bactérias. Essas bactérias sdo naturalmente produtoras de biossurfactantes
(YALAOUI-GUELLAL et al., 2020), e a combinac&o desse metabolismo natural com
as propriedades emulsificantes da goma xantana pode ter alterado a dinamica do
sistema e impedido o crescimento das bactérias.
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4.7 BIODEGRADACAO RESPIROMETRICA

A avaliagdo da biodegradacao do 6leo diesel por meio da respiragéo basal do
solo foi realizada por 84 dias, conforme Figura 25. A quantificacdo de CO, produzido
pela microbiota presente no solo foi realizada diariamente até o 37° dia, passando
para o intervalo de 48 horas até o 78° dia, e para cada 72 horas até o 84° dia de
incubagcdo. A representacdo grafica da relacdo entre produgdo de CO, e a
condutividade da solugdo de KOH utilizada para quantificar o C0O, nos respirdbmetros

esta explicitada no Apéndice C, Figura 33.

Figura 25 - Producdo de C0O, ao longo dos 84 dias de incubacdo. B¢;: solo controle; Bp;:
solo contaminado com diesel; By,: solo contaminado com diesel, bioestimulado com
nutrientes; Byyixq: SOlO contaminado com diesel, bioestimulado com nutrientes e goma
xantana
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Fonte: A Autora (2023)

A producdo de CO, apresentou padrdes diferentes entre os respirdmetros
estudados. A produgao do B ; apresentou taxas constantes ao longo dos 84 dias de
incubacao, havendo pequenas variacdes entre os dias quantificados. A producéao

mensurada pelos respirbmetros Bj; se comportou com tendéncia relativamente
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elevada ao longo dos 84 dias estudados, tendo um acréscimo a partir do 76° dia,
quando as leituras passaram a ser realizadas a cada 72 horas. Os padrdoes das
taxas diarias de produgao de C0, dos B.; e Bp;foram notavelmente menores do que
0s respirdmetros By, € Byyixa, ViSto que a microbiota indigena dos dois primeiros
nao foi estimulada com suplementacdo de nutrientes e goma xatana. O B, exibiu
valores muito baixos de producdo de C0,, os quais permaneceram constante, muito
provavelmente, devido as fun¢gdes metabdlicas normais da microbiota (SILVA et al.,
2007). Ja o By, por ter recebido a carga de dleo diesel, naturalmente, obteve taxas
mais elevadas de produg¢ao de CO,, porém, como a microbiota ndo foi estimulada
com acréscimo de nutrientes, a biodegradagdo n&o obteve os mesmos padrdes
vistos nos biorreatores bioestimulados. Além disso, solos com contaminacgéo recente
podem ser toxicos aos microrganismos nativos, exigindo uma fase adaptagao maior
antes da degradacdo do poluente (MALETIC, 2001). No caso do Bp; que ndo
recebeu aporte de nutrientes, é possivel que os microrganismos tenham passado
por um periodo de adaptagdo ao novo ambiente, o que pode ser evidenciado com o
acréscimo no aumento na producgao de €0, observado a partir do 23° dia.

Os respirdbmetros By, € Byu+xa tiveram padrbes elevados e muito proximos
entre si na produgéo de C0,. Com a carga de oleo diesel e o aporte de nutrientes, e
nutrientes e xantana para o Byy.xa, @ producao de C0O, apresentou taxas mais altas
durante os primeiros 15 dias de amostragem. Devido ao acréscimo de carbono
organico, as altas taxas de CO, podem ser explicadas pelo efeito denominado
‘priming’, que é o estimulo dos microrganismos nativos do solo por meio da
contaminagao de residuos, que por causar, num curto periodo, a brusca alteragao
de carbono organico no solo, aumenta a respiragdo basal dos microrganismos. O
efeito priming pode ocorrer imediatamente ou pouco tempo depois da adi¢cdo de
substancias ao solo, principalmente em solos ricos em carbono e nitrogénio e,
geralmente, ocorre em pulsos que estimulam as comunidades decompositoras
presentes no solo, que utilizam a nova carga organica no metabolismo celular
(KUZYAKOQV et al., 2000; LIU et al., 2020).

O Bpu+xa €M relacédo ao By,, apresentou um pequeno aumento nas taxas de
producdo de CO,, visto que o aditivo de goma xatana de 0,5% contribuiu para o
aporte de carbono orgénico. A funcionalidade da goma xantana de emulsificante
pode ter contribuido, inicialmente, com para a biodisponibilidade do dleo diesel ao
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metabolismo microbiano, e por ser um polissacarideo, fonte de carbono a microbiota
presente no solo (CURIEL-ALEGRE et al., 2022).

Em relagdo a quantificagdo do 84° dia, 24 horas apds ultima leitura, os valores
mensurados foram substancialmente inferiores aos valores obtidos anteriormente,
quando as leituras estavam sendo feitas a cada 72 horas. Essa evidéncia também
foi observada na quantificagdo a partir do 36° dia, quando houve um segundo pico
de aumento na taxa de produgédo do CO,, sugerindo, novamente o efeito priming.
Porém, a causa mais provavel desse segundo aumento é o fato de as leituras terem
sido realizadas a cada 48 horas, em vez de 24 horas. Como esse aumento da
produg¢do de (O, permaneceu elevado até o 51° dia, evidenciando uma
intensificagdo metabodlica. Esse aumento metabdlico foi corroborado pelo aumento
da concentragdo celular das bactérias hidrocarbonoclasticas, no sistema By, , que
apresentaram um aumento da concentragdo no periodo de t=28 a t=42, seguindo
por outro aumento da entre os tempos 42 e 56 dias. Esses achados sugerem a
correlagdo entre o aumento da respiragao basal, isto é, a biodegradagao do 6leo
diesel, e o aumento da concentragédo de bactérias hidrocarbonoclasticas (YALAOUI-
GUELLAL et al. 2020).

Como pode se observar pela Figura 25, as produgdes do CO, no 51° dia nos
respirbmetros By, € Byy+xa COMecaram a declinar, mostrando que as substancias de
maior facilidade de biodegradacdo estavam diminuindo (MAZZEO et al., 2020). O
oleo diesel € uma mistura de hidrocarbonetos, apresentando componentes com
diferentes graus de facilidade de biodegradacdo. Devido a essa mistura de varios
componentes, a biodegradagdo dos hidrocarbonetos pode ser é dividida em trés
fases distintas: rapida, estavel e lenta (MACCI et al., 2021). Neste experimento, as
trés fases foram observadas nos biorreatores By, € Byy+xa-

A Figura 26 apresenta a produgao total de €0, obtida ao final dos 84 dias de
incubacdo. Conforme o esperado, a taxa de respiracdo basal dos respirbmetros
Bnu € Byusxa fOi maior do que a observada nos respirbmetros B.; € Bp;. Esse
resultado € devido a auséncia de carga de poluente em B, € a n&o estimulagao

com nutrientes B); artificialmente contaminado com dleo diesel.
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Figura 26 - Produgao total de C0, nos testes de respirometria ao final de 84 dias de
incubagao
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Fonte: A Autora (2023)

O resultado obtido na produgdo acumulada de C0O, dos respirdmetros By, €
Byusxa fOi 3 vezes maior do que o obtido no Bp;, comprovando a eficacia da
estimulagdo por nutrientes em um sistema que se deseja realizar a biorremediagao.
Segundo Pontes et al. (2015), a biorremediagdo com bioestimulo de nutrientes pode
favorecer consideravelmente a eficiéncia da biodegradagcéo de um poluente em solo.
Conforme evidenciado na Figura 26, a adicdo da goma xantana provocou um
discreto aumento da producgao total de CO,. Entretanto, essa variavel pode ser

considerada relativamente insignificante no &mbito estatistico.

4.7.1 Eficiéncia da biodegradagao

Conforme evidenciado na se¢ao 3.3, os biorreatores Bp;, Byy € Byy+xa fOram
contaminados artificialmente com 5% de dleo diesel. Foi considerado que 84,6% da
massa adicionada de o6leo diesel era biodegradavel, ou seja, 84,6% de carbono
organico total, conforme demonstrado em Apéndice. Com os dados de analise do
COT inicial da amostra de solo, fazendo-se o calculo para a massa de solo e

contaminante dos respirometros B¢, Bp;, By, € Byyixa, COnforme Equagdo 15 e

Equacéo 16
Mso10 = 509; COTiniciar = 0,70% - Mcor iniciat = 0,35 g Equacgéo 15
Msot0 = 5095 Mcor soro0 = 0,35 g5 Meteo dieset = 2,5 5 COTs1e0 giesel Equacgéo 16

= 84,6% * 2,5 = 2,115g - COTsppq = 2,4659
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A Tabela 9 apresenta as quantidades de carbono orgénico total iniciais
calculadas, somando-se os COT inicial natural do solo e o COT do 6leo diesel.

Tabela 9 - Carbono organico total inicial dos biorreatores

Carbono orgaénico total Resultado (mol)
B, 0,0300
Bp; 0,2054
By 0,2054
Bnu+xa 0,2054

Fonte: A Autora (2023)

O acumulo de €0, dos quatro sistemas estudados esta exposto na Tabela 10,

valor de carbono orgénico biodegradado pelos sistemas estudados.

Tabela 10 - Carbono organico acumulado no tempo de 84 dias de incubagao

Carbono organico total degradado Resultado (mol)

acumulado

By, 1,4750E-03
B, 1,1389E-02
Bnu 3,5278E-02
Bnu+xa 3,5720E-02

Fonte: A Autora (2023)

A eficiéncia de biodegradacédo pelo ensaio de respirometria foi calculado
dividindo-se a quantidade carbono orgénico total biodegradado na amostra pela
quantidade de carbono orgénico presente na amostra inicial. Para o calculo da
biodegradagao do 6leo diesel, admitiu-se que 50% do carbono biodegradado foram

transformados em CO, 4 e 50% restante, transformado em biomassa (ABNT,1999).
Portanto, o acumulado de €0, (4 produzido foi multiplicado por dois, para posterior
calculo da eficiéncia da biodegradacédo. A Figura 27 apresentam a eficiéncia de

biodegradacgao dos sistemas B¢, Bpi, Byu € Bnu+xa-
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Figura 27 - Eficiéncia de biodegradagéo
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Com base na Figura 27, pode-se observar que as eficiéncias de
biodegradagao dos biorreatores By, € Byy;xa atingiram éxito em suas eficiéncias de
biodegradagdo. Nota-se que a biodegradagdo teve um comportamento gradual
durante todo o periodo de incubacdo de 84 dias. Ao observar as curvas dos
biorreatores By, € Byy+xa, POde-se notar um truncamento relativamente acentuado,
sugerindo a ideia de que se o periodo de incubagao tivesse sido estendido, as taxas
de biodegradagéo poderiam ter sido maiores. Considerando que o Oleo diesel € uma
mistura complexa, alguns dos seus componentes s&o conhecidos como substancias
recalcitrantes, o que implica em um tempo de biodegradagdo mais prolongado. A
Tabela 11 apresenta os valores numéricos das eficiéncias de biodegradacéo
encontradas.

Tabela 11 - Valores de eficiéncia de biodegradagao

Eficiéncia de biodegradagao Resultado (%)
Solo Controle (B¢;) 10,10
Solo diesel (Bp;) 11,10
Solo nutrientes (Byy) 34,35
Solo goma xantana (Byyixa) 34,78

Fonte: A Autora (2023)
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Embora os resultados alcangados na biodegradagao do 6leo diesel em solo
no sistema Byy.xa N80 tenham atingido uma otimizagdo comparavel ao sistema By,,,
a (GX) se apresenta como um aditivo de relevancia a ser investigado nos fenémenos
relacionados a biorremediacdo de solos contaminados com petrdleo e seus
derivados. Seu potencial como componente promissor na busca por solucdes
eficazes para a remediacédo de areas afetadas por derramamentos de petroleo abre
caminho para aprofundar estudos sobre seu papel e contribuicdo nesse contexto
ambientalmente critico. De acordo com estudos de Wang et al. (2017), a GX € um
aditivo ecologicamente correto e efetivo na dispersdo petréleo. Ao ser combinada
com o emulsificante Corexit 9500, a GX resultou em uma taxa de biodegradagao de
50% do petréleo presente numa matriz aquosa em 14 dias. Além disso, observou-se
que a presenga da GX permitiu a redugao significativa na quantidade do dispersante
Corexit 9500 para alcancar o mesmo desempenho na dispersédo e,
consequentemente, na biodegradacéo do petrdleo.

Mariano et al. (2007), obtiveram uma taxa de 19,8% na biodegradagéo, em
termos de mineralizagdo, em solo arenoso contaminado com 6leo diesel, no periodo
de incubagdo de 55 dias. Para isso, foi ajustada a proporgdo dos nutrientes
nitrogénio e fosforo, em relagdo ao carbono, para (100:15:1), e o surfactante Tween
80 na concentragdo de 0,2% (m/m), e adigdo de 10°UFC/g de consorcio bacteriano
contendo as espécies: Ochrobactrum anthropi, Stenotrophomonas maltophilia e
Bacillus cereus, isolados de biorremediagao por landfarming da refinaria de petroleo
Replan, localizada no municipio de Paulinia (SP). Em contraste, a bioestimulagéo
com os nutrientes nitrogénio e fésforo, e o surfactante Tween 80, resultou em uma
taxa de eficiéncia de mineralizacdo de 15,2%, e a bioestimulacdo somente com
nutrientes, 13,5%.

Seguindo o mesmo padrao de respiragao basal, dos solos B¢, € Bp;, exibiram
eficiéncias de biodegradacdo constantes, conforme demonstrada na Figura 27, com
B¢ apresentando menor eficiéncia do que a Bp;, explicado pelo controle ndo ter sido
contaminado com o Oleo diesel. Além disso, o solo natural apresenta baixa
quantidade de carbono degradavel, o que consequentemente resultou em uma taxa
reduzida de respiragdo basal. A eficiéncia de biodegradagédo obtida pelo biorreator
sem bioestimulante comprova que a microbiota indigena contida no solo estudado
necessita de um balanceamento adequado de nutrientes para ativar as vias

metabdlicas viaveis para o processo de biodegradagdo do oleo diesel. De acordo
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com Mariano et al. (2007), a taxa de eficiéncia de biodegradagdo, em termos de
mineralizagdo, para o biorreator controle, contendo apenas o solo arenoso, foi de
8,1%.

Baseado em referencias mencionadas, os resultados de eficiéncia de
biodegradagdo em relagdo a mineralizagdo dos compostos organicos contidos nos
quatro sistemas estudados, considerando o carbono organico natural do solo no
caso do B¢; e o 6leo diesel nos sistemas Bp;, By, € Byy+xa, S80 congruentes com a

técnica empregada neste estudo.

4.8 EFICIENCIA DE REMOGAO OLEOS E GRAXAS

Como variavel de resposta ao estimulo na biorremediacdo do 6leo diesel, foi
realizada a quantificagdo dos oleos e graxas (O&G) inicial e ao final dos 84 dias de
experimento de biodegradacgédo (respirometria). A concentracdo de Oleo e graxas
residuais era 0,25%, concentragdo inicial do B¢.. Os sistemas Bpj, Byy € Bnu+xa
foram contaminados com 5% (m/m) de 6leo diesel S10, portanto a contaminagéo
inicial de Oleos e graxas era 5,70%, 5,80% e 5,82%, respectivamente. A
contaminagao préxima a 5% viabiliza o estudo da biorremediagdo em laboratorio,
pois concentracdes muito altas de poluente podem inibir o metabolismo microbiano
(KEBEDE et al., 2021). A Tabela 12 apresenta ao teor de Oleos e graxas no tempo

inicial e final.

Tabela 12 - Teor de d6leo e graxas

Tempo (dias) B (%) Bpi (%) Bnu (%) Bnu+xa (%)
0 0,25 5,70 5,80 5,82
84 0,24 4,33 3,54 3,79

Fonte: A Autora (2023)

A Com o objetivo de monitorar a biodegradacdo do oleo em diesel nos
sistemas de solo B¢, Bpj, Byy © Bnusxa, Calculou-se os valores de eficiéncia de
remogao quanto ao teor de 6leos e graxas das estratégias de biorremediacao
empregada neste trabalho, apresentado na Figura 28.
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Figura 28 - Eficiéncia remogéao 6leos e graxas
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O teor dos O&G do sistema B, teve uma pequena diminuicdo em relagdo ao
teor inicial, com biodegradagao de 4,00%. De acordo com os resultados obtidos na
quantificacdo microbiolégica e na taxa de biodegradagédo no ensaio de respirometria
do B¢, a redugao dos O&G esta coerente com a presenga da concentragao celular
bacteriana capaz de degradar o 6leo residual do solo.

Os sistemas Bp;, Byy € Byusixa, Que foram contaminados com 6leo diesel,
resultaram em uma eficiéncia de remocgao dos O&G maior do que a do sistema de
controle, 24,03%, 38,97% e 34,88%, respectivamente. A bioestimulacdo de
nutrientes dos sistemas By, € Byysxa resultou em um aumento significativo na
remogao dos Oleos e graxas, sendo quase duas vezes mais eficiente do que o
sistema Bp;. O Bp; apresentou uma concentracdo de bactérias aceitavel para a
biorremediacdo, que pode ter corroborado para a reducédo do teor de O&G. Essa
reducdo, provavelmente, esta relacionada também as intempéries naturais do solo,
incluindo fendmenos da volatilizacdo e o processo de atenuacido natural do solo
(SILVA et al., 2022). Notou-se uma relativa diferenga na eficiéncia de remog&o dos
O&G dos microcosmos By, € Byusxa, POSSivelmente devido a adicdo de GX, que
pode ter interferido na distribuicdo do oleo diesel e na biodisponibilidade de
nutrientes aos microrganismos. Esse fator pode ter impactado negativamente o
metabolismo microbiano, conforme evidenciado pela concentracdo das bactérias
hidrocarbonoclasticas. No sistema Byyixa, @ concentragdo dessas bactérias foi
inferior em comparagao com o sistema By,, que demonstrou um crescimento maior

durante parte do periodo experimental.
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O estudo conduzido por Silva et al. (2022) alcangou uma notavel remogéo de
90,4% de O&G em experimento que avaliou a biodegradagao em petrdleo bruto em
solo arenoso previamente contaminado com 4% de petroleo bruto. A biodegradagéo
foi bioestimulada com a adi¢do de nitrogénio e fosforo na proporgao C:N:P (100:
1,25:1) durante o periodo de 180 dias. A significativa taxa de remocgéao obtida nesse
estudo pode ser atribuida a escolha da proporcao de bioestimulo utilizada, a qual
parece ter desempenhado um papel positivo nos resultados alcangados, além do
tempo experimental e, também, as possiveis variaveis experimentais entre o

presente estudo.

4.9 TAXA DE CORROSAO

A Figura 29 exibe as taxas de corrosdo dos biorreatores B¢, Bpij, Byu ©
Bnu+xa, NOS tempos 7, 14, 28, 42 e 56 dias. Os resultados indicam que os cupons
enterrados no biorreator B¢, tiveram maior ataque corrosivo em comparagao aos
enterrados no biorreator Bp;. Essa discrepancia pode ser explicada pelo fato do dleo
diesel, mesmo sendo um fator que pode influenciar a corrosdo microbiana,
apresentar caracteristicas protetivas em relacdo ao ago-carbono A36. O biorreator
B¢ exibiu um comportamento mais estavel ao longo do experimento, mantendo uma
taxa de corrosdao em torno de 0,100 mm/ano. A corrosdo no sistema controle pode
ser atribuida a parametros do solo arenoso, que na auséncia de fontes externas de

nutrientes, possui carater corrosivo.
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Figura 29 - Taxa de corroséo dos biorreatores B¢;, Bpi, Byu € Bnu+xa
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Fonte: A Autora (2023)

O efeito inibitorio da taxa de corrosdo em presenca de petréleo foi estudado
por Procopio et al. (2021). Em seus estudos, avaliaram a corrosdo do ago API 5L,
enterrado em solo salino, sob diferentes condigcdes experimentais: reator controle,
reator contaminado com petréleo bruto e reator contaminado com petréleo bruto com
adicdo de surfactante. As taxas de corrosdo dos agos encontradas foram 0,084
mm/ano, 0,023 mm/ano e 0,064 mm/ano, respectivamente, evidenciando a inibigdo
da corrosdo do metal quando submetido a residuo oleoso, como o petréleo.

No que se refere as taxas de corrosdo para os cupons enterrados nos
biorreatores By, € Byu+xa, €videnciou-se que os biorreatores contendo estimulo de
nutrientes e goma xantana exibiram comportamentos mais corrosivos dentre todos
os sistemas investigados. Conforme mencionado, a GX possui efeito sobre as
propriedades reoldgicas dos meios, tais como a viscosidade, a capacidade de
retengcéo, a coesédo, entre outros. (BORGES et al., 2008; BERKANE et al., 2022).
Mesmo em baixas concentracgdes, (0,5% propor¢do em massa), como no presente
estudo, foi observada a nitida alteragdo no biorreator Byy,x. apOs receber a carga
de goma xantana, dando um comportamento similar a compactagdo do solo, com
aumento da coesdo do solo. O aumento da coesdo do solo possivelmente foi
responsavel por um maior crescimento de BHAn (secao 4.6), que excretam
metabdlicos corrosivos mais proximos dos agos (VEDELA, 2003). E plausivel que a
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adigdo de goma xantana no biorreator tenha resultado na formacado de zonas de
aeracao diferencial nos cupons de aco, devido ao aumento da viscosidade, coesao e
a compactacao diferenciada causada por esse biopolimero nos meios, provocando
um acréscimo nas taxas de corrosdo (JAMBO et al.,, 2008; GENTIL; CARVALHO,
2022).

As caracteristicas observadas neste estudo provavelmente decorrem das interagoes
estabelecidas pelas moléculas de (GX), um biopolimero aniénico e hidrofilico.
Devido a essas propriedades, a GX possui a capacidade de formar ligacdes
quimicas com as particulas do solo e a agua presente no meio. Essas interagdes
podem levar ao surgimento de ligagdes eletrostaticas e de hidrogénio (CHANG et al.,
2015).

Chang et al. (2015) conduziram experimentos envolvendo a aplicacdo da
(GX) como tratamento para diferentes tipos de solo na engenharia da construgdo. O
objetivo desses experimentos era investigar as melhorias nas propriedades do solo,
como estabilidade, coesao e resisténcia a erosdo. Os resultados revelaram que a
GX conferiu um reforgo significativo para todos os tipos de solo estudados, incluindo
argiloso, arenoso, vermelho, amarelo e solo natural. Além disso, notaram que a GX
apresentou a capacidade de promover cimentacdo quando em contato com
particulas de areia. Outro achado relevante foi que, ao longo do tempo, o teor de
umidade do solo diminuiu progressivamente, resultando em um aumento
correspondente da resisténcia a compressao do solo.

Esses resultados corroboram para a compreensdo dos fendmenos
constatados no biorreator Byyixa, © qual exibiu um aumento visual na
coesao/compactacdo do solo, além da formagao heterogénea de porcdes de solo
sobre os cupons, contribuindo para o surgimento das zonas de aeracdo diferencial
mencionadas anteriormente.

Durante o procedimento de decapagem dos cupons nos tempos de controle
das taxas de corrosdo, notou-se que o0s cupons retirados do biorreator Bp;
apresentavam pouca aderéncia das particulas de solo sobre as superficies,
apresentado na Figura 19, ao passo que os cupons retirados do reator Byy.xa
apresentaram alta aderéncia das particulas do solo, exposto na Figura 19. Essas
observacgoes, especialmente a aderéncia das particulas de solo de forma
diferenciada nos cupons retirados do biorreator Byyixa, COrroboram com a

explicacdo das maiores taxas de corrosao serem encontradas nesse biorreator.
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De acordo com a literatura, a aeracao diferencial € um fator conhecido por
gerar a corrosédo de estruturas metalicas enterradas ao solo (GENTIL; CARVALHO,
2022). A observacdo visual de que os cupons retirados do biorreator Byy,xa
apresentavam grande quantidade de particulas de solo com alta aderéncia e de
forma ndo uniforme, sugere uma explicacdo admissivel para as taxas de corrosao
maiores nesse biorreator, como pode ser visto na Figura 30, cupom do biorreator
Bnuixa, COM 14 dias de experimento. A aderéncia das particulas pode ter provocado
a formacdo de zonas com diferentes niveis de aeragdo, aumentando assim o

potencial de corrosao e levando aos resultados observados.

Figura 30 - Regido de cupom com depdsitos ndo uniformes de solo

Fonte: A Autora (2023)

Segundo Gentil & Carvalho (2022), as areas onde as particulas sao
depositadas atuam como regides anddicas, caracterizadas por baixa concentragéo
de oxigénio, enquanto as areas livres das particulas do solo desempenham o papel
de regides catddicas.

Ao longo dos 56 dias de estudo da taxa de corrosdo dos agos, notou-se que
os valores encontrados n&o apresentaram aumento gradual dos valores de taxas de
corrosédo ao longo do tempo. Os cupons enterrados no B¢, apresentaram taxas de
corrosdo relativamente similares, na ordem de 0,0957 + 0,012 mm/ano. Ja os
cupons em Byp; iniciaram com taxas de corrosdo relativamente mais elevadas,
0,0314 + 0,0034 mm/ano, e ao final dos 56 dias, taxa de corrosdo de 0,0121 +
0,0025 mm/ano.

De acordo com a classificacdo NACE-RP-07-75, a taxa média de corrosao
dos acos no biorreator controle foi considerada moderada, conforme Quadro 3. Por
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outro lado, os cupons de acos enterrados no biorreator diesel apresentaram a
corrosao classificada como baixa, indicando que o o6leo diesel S-10 desempenhou
um papel protetivo contra a corrosividade do solo

Os cupons enterrados em By, apresentaram taxas de corrosdo constantes ao
longo do tempo. Acredita-se que as taxas de corrosdo tenham sido influenciadas
pela atividade microbiologica intrinseca ao processo de biorremediagdo do dleo
diesel, promovida pela bioestimulagdo da microbiota presente no solo. A taxa de
corrosdo no periodo de 7 dias do By, foi de 0,0923 + 0,0034 mm/ano, valor que
aumentou para 0,2050 + 0,0184 mm/ano ao final dos 56 dias. De acordo com a
classificagdo NACE-RP-07-75, os cupons enterrados em By, foram classificados
com uma taxa de corrosao alta, evidenciando que o bioestimulo da microbiota
presente no solo com nutrientes favorece a eficiéncia da biodegradagdo do dleo
diesel S10. No entanto, em contrapartida, o aumento na concentragao celular dos
microrganismos também resultou em um aumento da taxa de biocorrosdo dos agos.

Embora a taxa de biodegradagdo basal no sistema By, tenha sido
semelhante aquela observada no sistema Byy.xa, @ taxa corrosdo do aco no periodo
de 7 dias deste biorreator foi quase 6 vezes maior, apresentando taxa de corrosao
de 0,5600 + 0,0077 mm/ano. De acordo Oliveira et al. (2016) e Silva et al. (2021), a
GX em sistemas aquosos demonstrou atuar como inibidor de corrosao eficaz em
superficies metalicas. No entanto, em matriz solida, como no caso deste
experimento com solo, n&do foram observados efeitos protetivos contra a corroséo,
indicando que a agao inibidora da corrosdo pode ser especifica para ambientes
aquosos e nao se estendem efetivamente a ambientes solidos, como o solo. A GX
pode apresentar variagdes moleculares, dependendo das bactérias produtoras,
fontes de carbono e nutrientes dos meios, o que resulta em estruturas diferenciadas,
com presenga de grupamentos acido glucurdnico, acido piravico e grupo acetil em
diferentes concentragdes. Essas variagdbes moleculares podem levar a diferentes
interacbes com a superficie do ago, bem como com o solo e seus componentes,
consequentemente, aumentando as taxas de corrosdo do ago. A GX, sendo um
biopolimero viscoelastico, altera a compactagdo e coesdo dos solos, gerando
depdsitos de particulas de solo ndo uniformes sobre a superficie do cupom de aco.

Essa deposicao ndo uniforme de particulas de solo, produtos de corrosao e biofiimes
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resultou em zonas de aeragao diferencial nas superficies, 0 que elevou as taxas de
corrosdo dos agos enterrados em sistema Byy.xa-

Observou-se que a corrosividade do sistema contendo GX ndo aumentou ao
longo do tempo, sendo as taxas de corrosdo dos agos no tempo final menores do
que as taxas iniciais. Possivelmente as caracteristicas do solo, juntamente aos
filmes de produtos de corrosdo desempenharam barreira de protecdo aos acos.

De uma forma geral as taxas de corrosdo dos agos nos biorreatores
estudados tiveram uma tendéncia de queda ao longo do tempo experimental. A
heterogeneidade do solo, juntamente aos filmes formados de produtos de corroséo,
possivelmente atuaram como barreiras protetivas ao ago. Segundo Silva et al.
(2021), camadas de ferrugem depositadas sobre o substrato metalico podem
desempenhar papel protetivo, fato observado nos resultados das taxas de corrosao
dos agos reduzidas no tempo final de 56 dias.

Apesar disso, as taxas de corrosao dos acos no biorreator Byy,x, @inda foram
classificadas como severas, de acordo com a norma NACE-RP-07-75, constatando o

grau de corrosividade desempenhado por esse solo.

4.10 ANALISE MORFOLOGICA CUPONS

A Figura 31 apresenta as imagens de MEV das superficies do ago A36 apds a
realizagdo das decapagens acidas, as quais removeram os produtos de corrosdo. O
aco submetido ao sistema B¢ por 56 dias apresentou ataques localizados com
formacédo de placas contendo escavagdes. Ja o cupom submetido ao sistema By,
apresentou alguns ataques localizados, porém com areas relativamente n&o
afetadas, em consonéncia com os resultados obtidos na analise das taxas de
corrosao, indicando o 6leo diesel como inibidor do processo corrosivo do solo.

Segundo Gentil & Carvalho (2022), os métodos de protegcado temporaria contra a
corrosao atuam como uma barreira que impede a penetracdo da umidade e
substancias agressivas aos metais. No contexto especifico do ago A36 submetido as
condi¢cbes presentes no biorreator Bp;, possivelmente o 6leo diesel tenha atuado
como um Oleo protetivo, reduzindo o contato fisico entre a superficie do agco e o meio
agressivo, neste caso, o solo.

O efeito protetivo dos 6leos em superficies metalicas € amplamente estudado na

protecdo provisoria contra a corrosdo. Esses 6leos podem ser de origem mineral ou
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natural, dentre os quais o biodiesel de palmiste, que apresenta alta eficiéncia na
protecdo do ago SAE 1006, conforme relatado por Fontoura et al. (2019). Os ensaios
realizados em nevoa salina demonstraram que apenas 0,76% da estrutura
submetida foi danificada apds a aplicacdo do biodiesel. A pelicula formada sobre a
superficie metalica impede a difusdo de oxigénio e ions agressivos, bem como
desloca moléculas de agua (BOURAOUI et al., 2019).

Figura 31 - Micrografia em MEV dos cupons dos sistemas: (a) B¢;, (b) Bp;, ho tempo de 56
dias
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Fonte: A Autora (2023)
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De acordo com Figura 32, observa-se que os cupons enterrados nos
biorreatores By, € Byy+xa fOram os mais afetados, em concordancia com as taxas de
corrosao encontradas. Possivelmente, isto ocorreu porque o bioestimulo a
microbiota do solo resultou em uma maior eficiéncia da degradagao do 6leo diesel,
ao passo que o efeito protetor que o6leo diesel desempenhou no reator Bp; néo foi
observado nos biorreatores By, € Byy+xa- P€la micrografia, foi possivel constatar
que as superficies desses cupons tiveram danos significativos, com presenca
escavagdes, e que o biorreator Byy.xa apresentou placas com escavagdes mais

profundas em comparagcdo com os demais cupons.
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Figura 32 - Micrografia em MEV dos cupons dos sistemas: (a) By, (b) Byyixa, NO tempo de
56 dias
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Fonte: A Autora (2023)




127

5 CONCLUSAO

Os resultados apresentados no estudo da biorremediacdo com bioestimulo
em solo arenoso, baseado no quadro experimental de quatro sistemas (solo controle
B¢, solo diesel Bp;, solo nutrientes By, e solo xantana Byy,x.), permitiram identificar
os fatores que contribuem para a eficacia da técnica de biorremediagdo em resposta
a um vazamento de 6leo diesel em solo. A suplementagdo dos nutrientes nitrogénio
e fosforo, ajustado em conformidade com o balanceamento do carbono orgénico
natural de solo e o carbono adicional proveniente da contaminagéo artificial com éleo
diesel, mostrou-se eficaz na bioestimulagdo da microrganismos autoctones do solo.
Além disso, os ajustes de umidade e oxigenagdo dos solos, por meio do
revolvimento do solo, foram fatores importantes nas taxas de biodegradacédo do
contaminante 6leo diesel.

As taxas de biodegradagao de 10,10% e 11,10% nos sistemas B.; e Bp;,
respectivamente, evidenciaram que a capacidade de biodegradagdo da microbiota
nao estimulada do solo € muito baixa. Esses resultados indicam que a microbiota
indigena nao foi suficiente para promover a degradacéo do dleo diesel ao longo do
periodo de 84 dias de incubagdo. A biodegradacdo dos sistemas By, € Byyixa
34,35% e 34,78%, respectivamente, comprovaram que o bioestimulo da microbiota
do solo com aporte de nutrientes, fez com que o numero de individuos aumentasse,
propiciando a ativagao das vias metabdlicas capazes de degradar o 6leo diesel.

A quantificagdo microbiologica realizada foi essencial para compreender o
estimulo dos microrganismos no solo. Embora, em alguns momentos o aumento na
concentragdo bacteriana ndo seguiu um padrdo de aumento linear, as analises
mostraram que o bioestimulo teve resultados satisfatorios no crescimento dos
grupos bacterianos quantificados, como por exemplo, das bactérias
hidrocarbonoclasticas, em que houve um aumento de quase 100 vezes na
concentragdo bacteriana, indicando a eficacia do bioestimulo como estratégia de
biorremediacdo em solo contaminado com éleo diesel.

A taxa de remocdo dos Oleos e graxas foi avaliada como uma segunda
variavel de controle da biorremediac¢ao do 6leo diesel. Os resultados mostraram que
o bioestimulo realizado com goma xantana teve um efeito negativo na eficiéncia de
remogado dos Oleos e graxas. Fato que pode ser explicado pelas propriedades
emulsificantes e possiveis ligagbes quimicas surgidas entre o sistema - GX, solo,
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agua e oleo diesel) — que provavelmente provocou alteragcdo na viscosidade e
dindmica de distribuicdo entre os componentes presentes no sistema Byyixas
podendo inclusive ter influenciado na analise de O&G, que foi realizada pelo método
gravimétrico, uma vez que eficiéncia de biodegradagao dos sistemas By, € Byyixa
foram muito semelhantes.

Por outro lado, a taxa de remogdo dos Oleos e graxas no sistema By,
evidenciou que o estimulo nutricional da microbiota nativa do solo possui excelente
resposta na remogao do oleo diesel em termos de 6leos e graxas, com eficiéncia de
38,97% em 84 dias.

Atrelado ao estudo de biorremediagao do 6leo diesel, viu-se a necessidade de
se avaliar a corrosividade dos sistemas estudados ao agco A36. Os resultados
demonstraram que a estratégia de biorremediagdo bem-sucedida estimula os
processos corrosivos aos metais. Com base nos valores das taxas de corrosao dos
acos, notou-se que as maiores taxas de corrosao foram encontradas para os cupons
enterrados em By, € Byy+xa, S€Ndo que a presenga de goma xantana no biorreator
Byusxa aumentou significativamente o ataque corrosivo aos cupons, com a
classificagcdo da corrosdo dos agcos como alta e severa, respectivamente de acordo
com os critérios estabelecidos pela NACE-RP-07-75

Os resultados obtidos por meio deste estudo serdo uteis para a selegcédo das
técnicas de biorremediagdo mais adequadas em areas de solo contaminado com
hidrocarbonetos, que possuam estruturas metalicas enterradas ou em contato com
solo, como tanques de armazenamento ou tubulagdes, por exemplo.

Com a finalidade de aprimorar e abordar certas dificuldades enfrentadas
durante o decorrer do experimento, torna-se pertinente a implementacédo de
controles e a realizacdo de aprimoramentos que possam ser aplicados em
pesquisas subsequentes. Entre essas abordagens, destaca-se a incorporagdo de
um pHmetro que viabilize o monitoramento diario do pH dos sistemas, juntamente
com medicdes cotidianas de umidade e temperatura. Esses fatores constituem
variaveis criticas que exercem influéncia sobre os processos de biodegradacéo e
corrosdo presentes no solo. Além disso, sugere-se a fabricagdo de um reator
homogeneizador especifico para o solo, visando garantir a homogeneidade dos

nutrientes e da goma xantana que sao adicionados aos sistemas.
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APENDICE A — CALCULO PARA AJUSTE DE UMIDADE DO SOLO PARA 50%
DA CRE

O ajuste da umidade do solo recomendado € de 50 a 70% da capacidade de
retencdo do solo (ABNT-NBR-14283:1999). Para este calculo, a amostra de solo
apo6s analise de capacidade de retencdo, tem sua umidade medida. A umidade do
solo apds a capacidade de retencdo representa 100% de saturagcdo do solo,
Wioow cre- A umidade do solo em 50% da capacidade de retengdo sera metade
desta umidade encontrada. Logo, para ajustar a umidade do solo em 50% da
capacidade de retencéo, tem-se a Equacgao 17 (SPINELLI, 2007):

Umidadegjyste = Umidadesgy, cgg — Umidade residual Equacéo 17

Em que:

Umidade,j,st.= @gua que devera ser adicionada
Umidadesy, cr= Umidade do solo em 100% CRE
Umidade residual = umidade residual (natural) do solo
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APENDICE B — AJUSTE DE NUTRIENTES

A partir das analises fisico-quimicas explicitadas em se¢ao 4.1, realizou-se os
calculos das quantidades de nutrientes adicionados aos biorreatores Byy, € Byvy+xa
com adigdo em (massa/massa).

O COT natural do solo analisado foi de 0,15%. Adaptado de Liang et al.
(2005), que analisou as fragbes dos hidrocarbonetos contidos no oleo diesel,
calculou-se a porcentagem de carbono orgéanico contido do 6leo diesel.

Portanto,

COTs1e0 dieset = 84,6%
COTyp1 = 0,15%

Considerando-se a massa dos microcosmos montados de 3 kg, contaminado
em 5% de Oleo diesel tem-se

COT; kg(c')leo diesel) = 3000 g x 0,05x 0,846 = 1269 g

COT; k4(Solo) = 3000 g x0,015=45g

Portanto, apos contaminacéo artificial de 5% de 6leo diesel, tem-se

COTg1e0 giesert + COTs41oCOT; g (microcosmo) = 131,4 g

Para seguir a recomendagcdo do ajuste de nutrientes na propor¢ao
C:N:P=100:10:1, calculou-se, a seguir, as massas nos reagentes NH4NO; e
KZHP04(S), como fontes de nitrogénio e fosforo, respectivamente.

Para o ajuste da propor¢cdo dos nutrientes em relagdo ao carbono ser
C:N:P=100:10:1, fez-se a relagao:

C:N:P =131,4:13,14:1,314 Equacao 18
Com base na analise do teor de nitrogénio do solo, explicitado na se¢ao 4.1,

o teor natural de nitrogénio encontrado foi de 124,6’:—5de solo, portanto,

considerando-se 3 kg de solo, tem-se 0,3738 g de N .
Para o ajuste seguir a propor¢gao mostrada na C: N: P =
131,4:13,14:1,314 Equacdo 18 calculou-se:
Massay, .. = 13,14 — 03738 = 12,7662g

Comoo NH4N03(S) possui 35% de nitrogénio, tem-se:

12,7662
MassaNH4N03(s)ajuste =035 36,4748 g de NH4N03(S)
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Com base na analise do teor de fosforo do solo, explicitado na segao 4.1, o

teor natural de fésforo encontrado foi de 6,46297:—jde solo, portanto, considerando-

se 3 kg de solo, tem-se 19,389 mg de P.
Para o ajuste seguir a proporgao mostrada na C: N: P =
131,4:13,14: 1,314 Equacgao 18, calculou-se”
Massap,, .. = 1,314 = 0,019389 = 1,2046 g
Comoo KZHP04(S) possui 17,794% de fésforo, tem-se:

1,2046

MassaKZHP04(S)ajuste = 017794 =7,2754 g de NH4N03(S)



APENDICE C - CURVA DE CALIBRAGAO DE CONDUTIVIDADE

Figura 33: Curva analitica de ensaio respiromeétrico
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