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Resumo

O objectivo principal deste trabalho consistiu no estudo da eficiéncia da
biorremediacdo de solos contaminados separadamente com benzeno, tolueno e
etilbenzeno, utilizando exclusivamente os microrganismos nativos do solo. Nesse sentido foi
estudada a influéncia de alguns parametros, tais como a concentracdo dos contaminantes
no solo e o teor de matéria organica (MO). Outros objectivos mais especificos, tidos em
conta no desenvolvimento deste tema, foram: i) o desenvolvimento de uma metodologia que
permita identificar o ponto em que se pode considerar que o solo esta descontaminado; ii)
determinar o tempo de biorremediacéo de solos contaminados com esses poluentes.

O trabalho apresentado surge na sequéncia de um projecto que visava a remediacao
de solos contaminados com compostos organicos volateis através da extracgdo de vapor
(EV). Neste estudo a EV mostrou-se, em alguns solos, incapaz de atingir os limites legais
para cada um dos contaminantes utilizados. No desenvolvimento deste trabalho, realizaram-
se ensaios com benzeno, tolueno e etilbenzeno, utilizando os microrganismos nativos do
solo, como as bactérias e os fungos, para degradar biologicamente 0s contaminantes
remanescentes no solo apés a EV. Estes ensaios envolveram solos com dois teores de MO
(14 e 24%). Nos ensaios com benzeno experimentaram-se niveis de contaminagéo entre 70
e 120 mg kg™ no solo com teor de MO de 14%, e concentracdes entre 96 e 170 mg kg™ no
solo com 24% de MO. Os ensaios com tolueno foram efectuados exclusivamente no solo
com teor de MO de 24%, com niveis de contaminac&o entre 319 e 392 mg kg™. No caso do
etilbenzeno, foi testada a biorremediacdo no solo com um teor de MO igual a 14% com
niveis de contaminacéo de 235 e 335 mg kg™ e no solo com teor de MO de 24% com niveis
de contaminagéo entre 154 e 744 mg kg™.

O trabalho permitiu concluir que: i) dentro de determinados niveis de contaminacdo
no solo, os microrganismos nativos do solo mostraram a capacidade de degradar o
benzeno, tolueno e etilbenzeno (concentragdes de etilbenzeno no solo acima de 154 mg kg™
tornaram-se téxicas para 0s microrganismos 0s quais, possivelmente ficaram inibidos de
degradar o contaminante); ii) os ensaios realizados com o0 solo com 24% de MO
apresentaram tempos de biorremediacdo mais curtos pois, nestes solos, o numero de
microrganismos é superior o que aumenta a capacidade degradativa do solo; iii) o tempo de
biorremediacao é directamente proporcional & concentra¢do de contaminante no solo; e iv) a
técnica de biorremediacdo, demonstrou ser eficiente na degradacédo dos contaminantes e

por isso, sera uma boa técnica para complementar a EV.

Palavras-chave: Benzeno, biorremediacdo do solo, etilbenzeno, microrganismos, tolueno.
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Abstract

This investigation reports the efficiency of bioremediation technology in benzene or
toluene or ethylbenzene contaminated soil by the use of the native soil microorganisms. The
influence of important parameters such as the level of contamination, the composition of
natural soil organic matter and remediation time were studied. The main goals were: i)
determination of the contaminant concentration level from which the soil is considered clean
and ii) estimation of bioremediation time in soils contaminated with these pollutants.

The presented work is a complement of the project involving the remediation of soils
contaminated with volatile organic compounds by soil vapor extraction (SVE), however, it
was verified that this technique, in some soils, is unable to reach the legal limits for
contaminated soils. Several experiments were made with soils contaminated separately with
benzene, toluene and ethylbenzene, where it was used native microorganisms of soil (for
example bacteria and fungus) to degrade the contaminants. These experiments involved two
different compositions of soil with 14% and 24% of natural organic matter. In the case of
bioremediation studies for benzene, the following ranges of benzene contamination from 70
to 120 mg kg™ for 14% of natural organic matter and from 96 to 170 mg kg™ for 24% of
natural organic matter were investigated. Toluene was performed exclusively in the soil with
24% of organic matter content considering contamination levels between 319 and 392 mg kg
! For ethylbenzene, it was created a soil covering 235 and 335 mg kg™ of concentration, for
14% of organic matter content and it was used an interval of 154 and 744 mg kg™ for 24% of
organic matter content.

The remediation experiments performed in soils contaminated with benzene, toluene
and ethylbenzene allowed concluding that: i) the bioremediation was efficient, because the
native soil microorganisms successfully degraded the benzene, toluene and ethylbenzene
(ethylbenzene concentrations in soil above 154 mg kg™ became toxic to microorganisms
which were inhibited to degradate the contaminant); ii) Soils tests performed with 24%
organic matter have shown to be faster, because the microorganisms consortium is higher
which increases the degrading capacity of the soil; iii) the time of biodegradation was
proportional to the concentration of contaminant in the soil; and iv) bioremediation showed to

be an efficient technology to complement SVE.

Keywords: Benzene, ethylbenzene, microorganisms, soil bioremediation, toluene.
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Glossario de termos

AEA - Agéncia Europeia do Ambiente

APA - Agéncia Portuguesa do Ambiente

USEPA — Agéncia de Proteccao Ambiental Americana
BTEX - Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno, Xileno

BR - Biorremediacédo

BP — British Petroleum

C:N:P - Carbono: Azoto: Fosforo

Cgés — Concentracdo do contaminante na fase gasosa
GC - Cromatografo gasoso

USDA — Departamento da Agricultura dos Estados Unidos
LDL — Dosagem de Limite Letal

EFTA — European Free Trade Association

EV — Extraccdo de Vapor

FID — Flame lonization Detector

PAH’s - Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos

INR — Instituto Nacional dos Residuos

m, - Massa de areia

Magua - Massa de agua

Mam - Massa de agua e de meio mineral

m. - Massa de contaminante por camada na coluna
m, - Massa do contaminante

m.. - Massa para a curva de calibragéo

mq - Massa de meio mineral

MO — Matéria organica

ms - Massa de solo

m,. — Massa de solo rico em matéria organica pretendida nos ensaios de coluna
m;- Massa total com solo e areia

m — Massa total de contaminante a colocar na coluna
p - Massa volumica do contaminante

%a; — percentagem de agua no solo humico (solo mais areia)
%h - Percentagem de humidade pretendida na coluna
%mos - Percentagem de matéria organica no solo
%mao; - Percentagem de matéria organica total
PESGRI — Plano Estratégico de Residuos Industriais

p.a — Pro-anélise
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REA — Relatorio do Estado do Ambiente

RAN — Reserva Agricola Natural
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TM — Trace Metals
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SCOT - Tubulares abertas com superficie recoberta
UE — Unido Europeia

UV — Ultra-Violeta

V, - Volume da ampola

V¢ - Volume de contaminac¢do colocado na ampola
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1.1 Contextualizacao e objectivos

A evolucdo da industria petroquimica levou a dependéncia da sociedade, visto que, o
petroleo e os seus derivados fornecem a humanidade diversos produtos quimicos como

plasticos, borracha sintética e ainda combustiveis (gaséleo e gasolina).

O petréleo foi formado ha milhdes de anos (15 a 500 milhdes), através da transformacao e
degradacdo de plantas aquaticas e animais (plancton e outros organismos marinhos). O
petréleo encontra-se no fundo do oceano, lagos e pantanos e, estd impregnado em rochas
de origem sedimentar [1, 2]. Este é constituido essencialmente por carbono e hidrogénio,
mas ainda por quantidades minimas de sulfatos e compostos orgéanicos [3].

A exploracéo do petroleo acarreta graves problemas ambientais, que advém de derrames
durante o transporte, fugas em condutas e em postos de combustiveis, acabando por
contaminar as aguas (superficiais e subterraneas), os solos e a atmosfera. A existéncia de
contaminacdes pode levar a problemas de salde publica e deterioracao da fauna e da flora,
acarretando restricées no uso dos recursos hidricos e do solo.

De modo a descontaminar os locais contaminados por hidrocarbonetos, surgiram varias
tecnologias. Estas podem envolver processos fisico-quimicos e bioldgicos, sendo que, 0s
fisico-quimicos sao dispendiosos (equipamento e gastos energéticos), ambientalmente
promovem a reestruturacdo do solo (causam a compactacdo da terra) e ainda reduzem a
biodiversidade, todavia, conseguem separar 0s contaminantes sem destrui-los ou modifica-
los quimicamente [4, 5]. As técnicas de remediacdo que envolvem processos bioldgicos,
entre as quais a biorremediacao, ttm como principais caracteristicas: a simplicidade, grande
aceitacdo pelo publico, custo reduzido e sdo favoraveis ao meio ambiente. A aplicacdo da

biorremediacéo tornou-se mais frequente a partir dos anos 90 [5].

A biorremediacdo pode ser feita in situ (realizada no local de contaminag&o) ou ex situ (0
solo contaminado é removido e tratado noutro local). Este processo consiste na degradagéo
dos contaminantes por parte de organismos (bactérias, fungos e plantas), que utilizam os
poluentes como fonte de substrato, transformando-os em substancias inofensivas como
adgua, dioxido de carbono e massa celular. A descontaminacdo dos solos faz-se
principalmente por organismos aerébios, o que faz com que o oxigénio seja um factor

limitativo neste processo.

De modo a melhorar a eficiéncia da biorremediacdo, podem-se por um lado adicionar
consorcios de microrganismos ja adaptados ao contaminante (bioaugmentation) e por outro

adicionar nutrientes tais como o azoto ou o fésforo (biostimulation).
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A biorremediacdo tem sido usada em locais contaminados por hidrocarbonetos aromaticos
(por exemplo o BTEX), hidrocarbonetos policiclicos arométicos (PAH’s), pesticidas,
solventes, conservantes de madeira e outros produtos organicos. E de salientar, que os
hidrocarbonetos possuem caracteristicas diferentes e na sua grande maioria possuem uma
baixa solubilidade e reduzida persisténcia no solo, porém, o grupo BTEX (existente na
gasolina e no gaséleo), é um grupo muito solivel e mével em agua, facilitando a poluicdo
dos recursos hidricos. Dentro do grupo BTEX, o benzeno € o composto mais toxico e em

exposi¢des prolongadas pode provocar tumores, leucemia e danos na medula 6ssea [6, 7].

A eficiéncia da biorremediacéo esta relacionada com o tipo de microrganismos existentes no
solo e a sua adaptacdo ao contaminante, com a existéncia de produtos quimicos de dificil
degradagdo (p.e., metais pesados), com a biodisponibilidade de nutrientes, com a
temperatura de operacdo (temperaturas baixas (<20°C) diminuem a eficiéncia da
biodegradacédo), com a concentracdo do contaminante e com a disponibilidade do oxigénio
[8, 9].

O objectivo principal deste trabalho consiste no estudo da biodegradacdo de contaminantes
(benzeno, tolueno e etilbenzeno), utilizando microrganismos autéctones do solo, como
bactérias e fungos. Nesse sentido foi estudada a influéncia de alguns parametros tais como
a concentracdo dos contaminantes no solo, a influéncia do teor de humidade e do teor de
matéria organica (MO).

Para além deste objectivo principal, foram ainda definidos véarios objectivos
complementares, tais como: i) o desenvolvimento de uma metodologia que permita
identificar o ponto em que se pode considerar que o solo esta descontaminado; ii)

determinar o tempo de biorremediacdo de solos contaminados.
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1.2. Solo

Esta seccéo apresenta uma descricdo do solo, em particular a morfologia do solo e a

estrutura do solo.

1.2.1. Morfologia do solo

O solo é considerado um recurso finito, limitado e ndo renovavel. Segundo a
Sociedade Portuguesa da Ciéncia do Solo, "o solo € um corpo natural, complexo e dinamico,
constituido por elementos minerais e orgéanicos, caracterizado por uma vida vegetal e animal
prépria, sujeito a circulacdo do ar e da 4gua e que funciona como receptor e redistribuidor
de energia solar”. Esta definicao foi apresentada na Declaracdo de Principios sobre o Solo
Portugués [10].

A origem do solo consiste essencialmente na desintegragdo das rochas e minerais,
também designada por meteorizacdo (quimica e/ou fisica) [11]. Ou seja, a formagé&o do solo
comeca pela descompressao da rocha-mae, perto da superficie e, possivelmente de alguma
meteorizacdo mecanica (desagregacédo), devendo-se a penetracdo da agua e dos gases
atmosféricos.

ApOs a meteorizagdo, a rocha torna-se num material incoerente ou desagregado,
criando-se as condicdes necessarias para o desenvolvimento de vegetagdo cada vez mais
complexa (musgos, arbustos e arvores) e para o desenvolvimento dos microrganismos [10].
Contudo, durante as primeiras etapas de formacdo do solo, a actividade microbiana é
escassa e tal deve-se a falta de carbono e azoto. A colonizagdo dos novos terrenos
acontece essencialmente na superficie dos solos, porque a maioria dos microrganismos
utilizam a luz como fonte de energia [11].

E de referir, que a colonizacao inicial de um solo esta a cargo das cianobactérias e de
outros microrganismos. A formacdo de uma camada de solo com uma espessura de cerca
de 1 cm pode levar 200 a 400 anos [11, 12].

E ainda importante salientar que o solo coexiste em diferentes fases (soélida, liquida e

gasosa) e, por isso é considerado um sistema anisotrépico:

I.  Fase sélida - E constituida principalmente por minerais e restos organicos
(Figura 1.1) [13].
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5%

H Matéria inorganica

H Matéria organica

Figura 1. 1. Percentagem de matéria organica e inorganica no solo.

Il. Fase liquida - Essencialmente formada por agua, que se infiltra ou esté presa
em poros e adsorvida na superficie das particulas do solo [14].

lll. Fase gasosa — Representa o0 ar que esta contido nos poros e/ou gases
libertados na sequéncia da actividade bioquimica [10].

Relativamente ao material inorganico existente no solo, este divide-se em trés
grandes grupos: areia, silte e argila. A textura do solo é definida pela quantidade de cada
material juntamente com as caracteristicas da rocha-mée. Esta influencia as condi¢des
fisicas do solo como o tamanho e distribuicdo dos poros que por consequéncia, afectam a
disponibilidade da &gua, difusdo dos gases e a actividade dos organismos no solo. A
interaccao destas condi¢cdes determina a humidade Optima do solo para o crescimento e
desenvolvimento dos microrganismos. Além disso a textura do solo vai afectar a
disponibilidade de azoto e fésforo e, subsequentemente afecta a actividade dos
microrganismos e a quantidade de matéria organica acumulada [15]. Por norma, utiliza-se

um diagrama triangular (Figura 1.2), para classificar-se a textura de um solo [16].

Figura 1. 2. Representacdo de um diagrama triangular.
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Comparando os trés materiais, a argila € um dos factores que mais influencia as
propriedades do solo. Isto porque: tem a capacidade de reter a gua, conferindo plasticidade
variavel ao conjunto quando hdmido e tenacidade quando seco; a maioria das particulas de
argila é de natureza coloidal, com uma carga superficial negativa e com forma plana;
promove adesividade entre as particulas em virtude das suas propriedades de
expansao/retrac¢do; proporciona variagdes de volume no corpo do solo responséaveis pela
abertura e fecho de fendas e outros espacos vazios, com consequéncias evidentes na
permeabilidade a agua e ao ar; do ponto de vista quimico, as argilas tém facilidade em
trocar ides além de que constituem, com o humus, complexos argilo-hiumicos. Sem estes
complexos, as plantas teriam dificuldades em se alimentarem através das raizes [10, 11].

A guantidade da fracg&o argilosa vai depender da natureza da rocha-mée e do grau
de maturidade do solo. Para climas quentes e hiumidos a percentagem de argila é superior a
60% e comparativamente nas regides aridas ou de clima frio e himido, os solos apresentam

uma percentagem de argila inferior a 10% em peso [10].

Os solos arenosos tém como principais caracteristicas, uma fraca capacidade de
retencdo de 4gua, uma elevada permeabilidade e sdo geralmente bem arejadas. Os solos
maioritariamente constituidos por siltes e argilas séo considerados coesos, tém uma elevada
capacidade de retencdo de agua e uma baixa permeabilidade, levando ao abaixamento da
velocidade de infiltracdo e a um baixo arejamento [12]. A composi¢cao granulométrica e o
comportamento quimico véao influenciar a permeabilidade e a porosidade do solo e

posteriormente, a capacidade de retencdo da agua [11].

7

A fraccdo orgéanica do solo é constituida pelo humus, organismos e raizes das
plantas (Figura 1.3) [17]. A matéria organica é degradada pelos microrganismos existentes
no solo, que a utilizam como alimento ou substrato microbiano. O aumento da actividade

microbiana vai influenciar as propriedades do solo [13].

E Hamus
H Organismos

i Raizes de plantas

Figura 1. 3. Representacdo da percentagem de matéria organica.
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O humus é constituido essencialmente por substancias poliméricas, tais como
compostos organicos, polissacarideos, aminoacidos e compostos que contém fésforo [11] e,
de um modo geral, por particulas extremamente finas. E um material amorfo, poroso, pouco
denso, bom controlador do pH e uma fonte de azoto, enxofre e fosforo para as plantas,
absorvente da radiacéo solar, influenciando o aumento da temperatura e, por consequéncia,
a velocidade das reac¢des quimicas e bioquimicas. Uma outra particularidade do hiumus € a
formacdo de complexos organo-minerais, mais especificamente os complexos argilo-

hdmicos, que sao fundamentais na ligagdo dos microrganismos com os minerais [10].

A gquantidade de matéria organica no solo vai influenciar a adsorcdo dos compostos
organicos (por exemplo, os Compostos Organicos Volateis, COVs), alterando a sua
mobilidade, biodisponibilidade e a toxicidade. Quanto maior o teor de matéria orgéanica,
maior serd a adsor¢cédo e menor o tempo de degradacdo dos contaminantes [18]. Os varios
estudos realizados a solos e sedimentos demonstram, que a matéria organica € o principal

factor a dominar a adsorgéo dos inumeros poluentes organicos.

A adsorgao pode ser fisica ou quimica. Relativamente a adsorc¢éo fisica, trata-se de
um processo reversivel e a ligacao entre as moléculas é efectuada através de forcas de
atraccdo ou forcas de Van der Waals. O contaminante, neste tipo de adsor¢éo, néo fica fixo
ao local, podendo mover-se na superficie do adsorvente, condensar ou formar
multicamadas. Na adsor¢do quimica comparativamente a adsorcao fisica, trata-se de um
processo que raramente € reversivel e as interligagdes entre as moléculas sdo mais fortes,

por conseguinte, s6 se vai formar uma Unica superficie, designada por monocamada. [19].

Na fase liquida do solo, a quantidade de 4gua depende de varios factores, tais como
o clima, o relevo e a cobertura vegetal. Ao penetrar no solo, a agua transporta consigo
compostos soltveis inorganicos (Na*, K*, Ca**, Mn*", CI', NO3 e HCO3) e, por vezes, gases
atmosféricos. O teor de agua no solo pode relacionar-se com o teor de argila visto que nos
climas aridos, quentes e frios, 0s solos praticamente ndo tém argila, dando lugar a solos
secos e a uma escassez da actividade biologica. J& em climas quentes e humidos, os teores
de argila no solo atingem os valores mais elevados, dificultando a circulagdo da agua,
inibindo o intercdmbio dos gases e o movimento de oxigénio através do solo, levando a

formacao de zonas anaerobias [10, 11].
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A fase gasosa do solo pode ser designada por ar ou atmosfera do solo e é essencial
a vida do solo [10]. E de salientar que existe uma relacéo directa entre as quantidades de
agua e ar contidas num volume de solo, pois 0 espago poroso ndo sendo ocupado por agua
vai estar ocupado por gas [11].

Segundo Carvalho, AMG [10], a atmosfera do solo é constituida essencialmente por
oxigénio (O,) com uma concentragdo entre 15 e 20%, dioxido de carbono (CO;) com
concentracdes entre 0,2 e 4,5%, azoto (N,) entre 79 e 81% e vapor de dgua (H,O). Todavia,
estes gases resultam do equilibrio entre a penetracdo de ar atmosférico nos vazios do solo,
da respiracdo ao nivel das raizes das plantas e dos microrganismos 0s quais provocam a
libertacéo de CO,[10].

Em solos com baixo arejamento (por exemplo, solos argilosos), com um elevado teor
em agua e uma consideravel actividade microbiana (respiracdo), o dioxido de carbono pode
atingir 10% da fase gasosa. Alguns dos factores que influenciam a quantidade de gases no
solo séo:

i. A granulometria e porosidade do solo - dois aspectos que condicionam a
permeabilidade, dificultando a renovacao do oxigénio;
i. A humidade do solo - que reduz a permeabilidade;
ii. A matéria organica - que induz o aumento dos teores de di6xido de carbono;
iv. O clima - que também controla a actividade quimica e a biol6gica, com implicacdes

directas na razao entre O, e CO..

Ao nivel de arejamento do solo a actividade microbiana é tdo importante como as
condi¢cBes no interior do agregado, ja que os solos que sdo bem arejados ainda podem ter
zonas microscopicas em anaerobiose. Isto €, as bactérias aerébias, durante a colonizacéo
das zonas microscopicas, consomem 0 oxigénio armazenado nesses locais, proporcionando
as condicbes vitais as bactérias anaerObias. A transicdo das condigbes aerdbias e

anaerdbias tem lugar para valores de concentragdo de oxigénio abaixo de 1% [11].

1.2.2. Estrutura do solo

O solo possui a capacidade de proporcionar as plantas e aos microrganismos, um
suporte fisico e nutrientes essenciais ao seu crescimento [11]. A “estrutura” de um solo
consiste, na disposi¢cao e organizacao das diferentes particulas [10]:

e A organizacdo espacial dos seus constituintes - esta envolvida a forma, a natureza, a
dimenséo e o arranjo das particulas simples e dos agregados;
e A geometria dos vazios - tendo em conta as dimensdes, formas e distribuicdo dos

vazios.
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A estrutura do solo vai afectar em grande medida as suas propriedades mecanicas,
nomeadamente, o movimento dos fluidos, as infiltragdes, retengbes de agua e arejamento.

Os solos com particulas soltas, tais como os depésitos de areia no deserto, séo
consideradas como particulas “carentes na estrutura” e possuidoras de uma estrutura de
gréo simples. Os solos com particulas extremamente unidas (p.e., a argila seca) definem-se
como possuidores de uma “estrutura em massa’, enquanto os solos com uma estrutura
intermédia, sdo designados por agregados.

Os agregados consistem em estruturas constituidas por aglomerados de particulas
terrosas (esqueleto) e material aglutinador (plasma) como as argilas, os 6xidos e hidroxidos
de ferro e/ou de manganés, os hidroxidos de aluminio e o himus. Relativamente aos vazios
entre particulas, a caracterizagédo estrutural distingue microporos (< 50 mm) e macroporos (>
50 mm). A estabilizagdo dos agregados é afectada pela actividade microbiana, pelas
alteracdes climaticas e por praticas agricolas.

Na Tabela 1.1, registam-se os tamanhos de particulas de diferentes materiais

minerais (diametro) para solos de diferentes tipos [10, 11].

Tabela 1. 1. Diametro de particulas de materiais minerais dimensionadas de acordo com diversos

autores.
Diametro (mm)
Material mineral Descricao USDA’ A. Atterberg** | FAO-UNESCO
Gravilha Partlculas grosseiras de minerais 1,00 — 2,00 2042 2
provenientes da rocha-mée.
Areia grossa 0,50-1,00 2a0,2
Areia média Particulas intermédias de minerais 0,25 -10,50 - 2 20.05
Areia fina provenientes da rocha-mae. 0,10-0,25 0,2a0,02 '
Areia muito fina 0,05-0,10 -
Silte Particulas finas de minerais 0,002 - 0,05 0,2 20,002 0,05 a 0,002
provenientes da rocha mae.
Particulas minerais microscopicas de
Argila natureza coloidal, laminadas em <0,002 < 0,002 < 0,002
camadas ou placas.

* Departamento da Agricultura dos Estados Unidos (USDA)
**Uma das escalas escolhidas pela Sociedade Internacional de Ciéncia do Solo

De um modo geral, o solo é constituido por trés zonas/camadas: A, B e C (em alguns
casos apenas A e C), distribuidos de cima para baixo, até chegar a rocha-mae (Figura 1.4)
[12].
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Hlimus

Zona A — Zona de lixiviacdo

Zona B — Zona de acumulacgéo

Zona C — Rocha-méae parcialmente erodida

Figura 1. 4. Representacdo da estrutura de um solo.

A zona A é a mais superficial, onde ocorre lixiviacao ou eluviagdo. Em geral, este é 0
nivel com a tonalidade mais escura, tendo uma cor acinzentada ou negra, devido a maior
concentracdo de himus e matéria organica. E nesta zona que as plantas fixam as raizes e
coexistem diversos tipos de animais, como 0s vermes e 0S microrganismos, também estéao
presentes alguns componentes minerais, como, a argila e algumas espécies residuais como
quartzo e feldspatos. A agua que se infiltra vai retirar uma parte de substancias
solubilizaveis (Na*, K*, Ca®*, Mg?* e Fe) e também as particulas mais finas p.e., as argilas,

coldides ferruginosos e organicos.

A zona B ou subsolo é caracterizada como uma zona de precipitacdo. Esta camada
caracteriza-se por ser pobre em matéria organica, possuir poucos microrganismos, ser
enriquecida em argilas e, por vezes, 6xidos e hidréxidos de ferro que lhe déo a tonalidade
avermelhada, amarelada ou acastanhada. A existéncia desta zona deve-se a erosao dos
minerais na propria camada e também ao transporte descendente dos materiais oriundos da
zona A. Em algumas condi¢fes pode acumular-se hidroxidos de aluminio ou carbonatos [10,
11].

Seguidamente, existe a zona C que corresponde a transicdo das restantes zonas
com a rocha-mée. Esta zona marca o inicio da degradacdo da rocha-mae, a qual se
encontra parcialmente decomposta, desagregada e fragmentada.

Os solos jovens ou imaturos podem néo apresentar a zona B exibindo apenas a zona
A que se sobrepde a zona C. S6 com o evoluir do tempo, é que surge a zona B. Esse

periodo vai estar associado & acumulacdo da argila no solo, complementando a sua

estrutura e tornando-o assim num solo designado de maduro [10].
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1.3. O solo como alvo perfeito

A degradagdo do solo tem vindo a agravar-se nas Ultimas décadas, derivada
essencialmente da actividade do Homem. As taxas de formacéo e regeneracdo do solo sdo
demasiado demoradas, 0 que acarreta consequéncias graves a nivel global, ndo s6 ao nivel
social, como ambiental e econ6mico. O aumento da populagdo mundial aumenta a
necessidade de proteger o solo como um recurso vital, especialmente para a producédo de
alimentos [20].

Com a evolucdo das condi¢cdes de vida da humanidade, o solo tem vindo a ter
diferentes aplicacdes em Portugal Continental. Segundo o relatério do estado do Ambiente,
entre 2000 a 2006, os terrenos artificiais’ aumentaram cerca de 10%, especialmente nas
grandes cidades, como Lisboa e Porto e a vegetacdo natural decresceu 3,5%.
Relativamente a agricultura, esta diminuiu cerca de 31 mil hectares em 2006
comparativamente a 2000, enquanto a floresta aumentou para 30 mil hectares. Na Figura
1.5, observam-se as diferentes aplicacdes do solo em Portugal Continental, sendo possivel

verificar que a agricultura e a floresta sdo as que ocupam a maior extensao no pais [21].

2% ® Agricultura

Agricultura com areas
naturais
M Floresta

H Territérios artificializados
M Vegetacdo natural

M Qutros

Figura 1. 5. Solos em Portugal Continental em 2006.

A erosdo nos ultimos 40 anos tem acarretado graves problemas ambientais sendo
gue um terco dos solos agricolas mundiais deixaram de ser produtivos. Na Unido Europeia
(UE), cerca de 77% desses solos correspondem a areas agricolas e silvicolas e, segundo o
mapa mundial do estado da degradacéo do solo, verifica-se que na UE existem cerca de 52
milhdes de hectares da superficie terrestre (cerca de 16%) afectados por processos de

erosao, enquanto os paises candidatos a UE, tém uma percentagem de 35% [20].

1 . . ~
Consiste em estruturas urbanas desde barragens, estradas, habitag6es, entre outros.
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Outro factor que afecta Portugal Continental sera a erosdo costeira, visto que, um
qguarto do territério nacional esta sujeito a erosdo constante e, cerca de trés quartos de
populacdo vive na zona costeira [22]. De facto, a faixa mais afectada vai desde a Foz do
Douro a Nazaré. Com a diminuicdo da costa maritima em Portugal e na UE, torna-se
necessario planificar o ordenamento do territério [20]. Na Figura 1.6, representa-se a

percentagem de erosao costeira a nivel dos varios paises europeus [22].

Finlandia | 0,04
Estonia jesd
Suécia jud

Malta el

Holanda | 10,5

Espanha |jessssssssd 115

Alemanha ——— 12 8

Dinamarca |essm—d 13,2
Reino Unido : d 17,3
Irlanda - d 19,9
Italia ' wd 22,8

Lituania ; ; d 24,3
Franca : : d 249
Bélgica : : d 255
Portugal [ — 8.5
Grécia ; ; d 28,6

Eslovénia d 30
Leténia : : —

Chipre ; ; ; d 37,9
Polénia ' ; ; , . d 55,0

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Figura 1. 6. Erosdo da costa para diferentes paises europeus, em 2001.

Outro problema grave na degradagdo do solo é a desertificacdo que, quando
iniciada, é de dificil reversao. Este processo consiste no aumento da salinizacao dos solos,
no aumento do escoamento superficial, na erosédo, na reducdo da biodiversidade e numa
reducédo da produtividade agricola.

Verifica-se que a seca e a desertificacdo ja afectam 1/6 da populacdo mundial e
cerca de 30% dos territérios continentais no planeta. Um terco de Portugal Continental esta
em risco de desertificagdo, sendo que 28% do territorio j& apresenta problemas graves [22].
A desertificacdo em Portugal é mais evidente no Alentejo, no litoral Algarvio e no Vale do

Douro.
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1.4. Importancia dos solos na sociedade

O solo, além do seu fendmeno geoldgico, tem um papel fundamental no
desenvolvimento e manutenco da vida, reflectindo-se no desenvolvimento da sociedade. O
solo esta sujeito a agressdes fisicas, quimicas e biologicas resultantes de préticas de
exploracdo incorrectas. Para além disso, estd também sujeito a erosdo natural e a
destruicdo decorrente da urbanizacdo (rodovias, barragens, aeroportos, etc.).

Para melhorar a qualidade do solo, tém-se desenvolvido esfor¢cos no sentido de uma
melhor gestdo do solo, satisfazendo as necessidades do presente sem sacrificar as
geracoes futuras. Os esfor¢cos tém sido aplicados na agricultura, silvicultura e pecuaria, mas
também preservando a beleza paisagistica [10].

As preocupagfes ambientais, que tém aumentado ao longo dos ultimos anos (20 a
30 anos), conduziram ao aparecimento de convengdes, cimeiras e decretos-lei, com vista a
proteger os meios naturais. Em 1992, ocorreu a cimeira do Rio, onde varios Estados
decidiram criar leis para proteger o solo. A desertificacdo foi um dos temas debatidos e
assim surgiu a Convencgdo Internacional para a Luta contra a Desertificagdo, visando a
reabilitacdo dos solos. Mais tarde surgiram novas politicas de proteccdo do solo Europeu,
propostas e adoptadas pela UE, pela European Free Trade Association (EFTA), pelos
paises candidatos a UE, pela Comisséo Europeia e pela Agéncia Europeia do Ambiente.

Com o avancar dos anos, a UE, viu-se obrigada a criar novos planos de
desenvolvimento rural, nomeadamente a definicdo de boas praticas agricolas, uma vez que
os terrenos estavam a ser mal explorados pela agricultura e pela silvicultura [22].

Em Portugal, ainda ndo foi implementada uma politica concreta para a gestdo de
solos, mais especificamente para os solos contaminados. Contudo, surgiram ja diversos
decretos-lei, relativos a proteccdo do solo, como o Decreto-Lei n°® 794/76, de 5 de
Novembro, que impde regras e definicdes sobre 0 uso e ocupagéo dos solos. Apesar disso,
ainda nao existe nenhuma estratégia especifica para a gestdo de zonas contaminadas,
estando actualmente esta area associada a gestao nacional de residuos.

O tema de proteccdo e descontaminagdo dos solos € regido por diferentes
instrumentos legislativos [22, 23]:

e A Leide Bases do Ambiente Portugués, n°® 11/87, primeira série, n°® 81 de 1987/4/07,
define que os custos da recuperacdo dos solos contaminados devem estar a cargo
do poluidor;

e Para proteccdo mais eficaz do solo, surge a Reserva Agricola Nacional (RAN)
regida pelo Decreto-lei n°® 196/89, e mais tarde surge a Reserva Ecolégica Nacional
(REN), regida pelo Decreto-lei n® 93/90 de 19 de Marco;
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e O Decreto-Lei n° 516/99 define o Plano Estratégico de Residuos Industriais
Portugués (PESGRI'99 — n° 280, primeira série). Este foi reformulado em 2001
(PESGRI’ 2001) e inclui a andlise dos locais potencialmente contaminados e fontes
de contaminacao no pais;

e O Decreto-Lei n°® 198-A/2001 regulamenta a recuperacdo e gestdo de areas
contaminadas por extrac¢des mineiras;

e O Decreto-Lei n® 118/2006 regulamenta o uso de lamas activadas na agricultura, de
modo a evitar os efeitos nocivos sobre os solos, plantas e nos seres humanos.
Nesse mesmo ano, surgiu outro decreto, o Decreto-Lei n°® 118/2006, que
regulamenta a gestdo dos residuos, atribuindo a responsabilidade pelo
licenciamento da descontaminagéo a gestéo de residuos;

e Em Setembro de 2007, introduziu-se o Programa de Ordenamento do Territério, que
tem como objectivo integrar a estratégia da UE na temética de Proteccdo Ambiental.
O desenvolvimento de sistemas de informacdo sobre os recursos naturais e uma
Estratégia Nacional de Gestao Integrada na Prevencao e Reduc¢éo de Risco (2007 —
2013), o mapeamento do solo geoquimico, a monitorizacdo da qualidade do solo e a
implementacao de uma estratégia nacional de proteccao do solo sdo metas a atingir.

Actualmente n&o existe uma lei concreta para a descontaminagéo e recuperagéo dos
solos em Portugal, mas, no Relatério do Estado do Ambiente (REA) de 2006, declara-se que
essa lei ja estd em desenvolvimento. Para a formulacdo de um bom modelo para o pais,
poder-se-a recorrer a alguns exemplos como o Reino Unido e a Holanda pois estes ja tém

uma longa experiéncia neste dominio [23].
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1.5. Microbiologia do solo

Esta seccdo apresenta o tema da microbiologia do solo, onde s&o considerados a
micropopulagéo do solo, a distribuicdo de microrganismos em solos e aguas subterréneas, o

crescimento celular e factores que influenciam o crescimento e a biodegradacéo.

1.5.1. A micropopulacéo do solo

A quantidade de microrganismos no solo € abundante e diversificada, e vai depender
da profundidade, do tipo de solo, da temperatura, do regime hidrico entre outros factores
ambientais. Estima-se que apenas 1% dos microrganismos do solo tenham sido
identificados [24].

Os microrganismos no solo sdo de extrema importancia, visto que sao responsaveis
pelo funcionamento dos ciclos biogeoquimicos, como por exemplo o do carbono, enxofre e 0
fésforo. A Figura 1.7 identifica as diferentes propor¢cdes de organismos no solo [17],
enquanto a Tabela 1.2 apresenta o nimero de microrganismos por massa de solo e a

biomassa microbiana em kg ha™ [24].

3%

H Bactérias
Fungos e algas
& Macrofauna (> 4 mm)

H Mesofauna (0,2 a 4 mm)

Figura 1. 7. Representacéo da percentagem de organismos no solo.

Tabela 1. 2. Quantidade dos diferentes organismos - nimero e biomassa.

Organismos NUmero/ Biomassa
g 9 microbiana (kg ha)
Bactérias 108-10° 300-3000
Actinomicetos 10’-10° 300-3000
Fungos 10°-10° 500-5000
Microalgas
_ o J 10°-10° 10-1500
(cianobactérias e algas)
Protozoarios 103-10° 5-200
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Existe um grande numero de bactérias no solo, com variacbes extensivas das
propriedades morfolégicas, ecologicas e fisioldgicas, contudo, ainda existe um vasto leque
de bactérias por descobirir.

As bactérias podem ser consideradas como degradadoras primarias de compostos
organicos no solo, possuem diferentes caracteristicas nutricionais (autotréficos — produzem
0 seu proprio alimento; heterotréficos — consomem a matéria organica oriunda de outros
seres vivos), tém diferentes formas (forma esférica — cocos; bastonetes — bacilos), em
ambientes inadequados algumas espécies podem criar os esporos como forma de
resisténcia, a dimensao das bactérias varia de 0,3 a 2 um e por fim, as bactérias podem ser
aerdbias, anaerdbias e anaerdbias facultativas [25, 26]. Em seguida listam-se exemplos de
algumas das espécies de bactérias tipicamente encontradas nos solos: Bacillus, Clostridium,

Arthrobacter, Pseudomonas, Rhizobium, Azotobacter e Nitrobacter [24].

Os actinomicetos s@o considerados como um grupo intermédio entre as bactérias
procariontes mais primitivas e os fungos eucariontes. Estes podem ser encontrados no solo,
na agua e em estacdes de tratamento de aguas residuais, possuem a capacidade de
produzir filamentos muito ramificados (com um diametro préximo de 1 pum), na sua maioria
sdo aerobios estritos e ainda reproduzem-se por esporos exdégenos ou por fragmentacgao.
Estes em condicbes adversas (grandes intervalos de pH, concentracbes baixas de
nutrientes, temperaturas elevadas e produtos quimicos (acidos e desinfectantes)) possuem
a capacidade de criar esporos [11, 26]. Em regra, existem em grande numero, decompde
substratos resistentes como, a celulose, a quitina, a linhina e tém a capacidade de sintese
de alguns antibiéticos. As espécies mais importantes sao a Nocardia, a Streptomyces e a

Micromonospora [24].

Os fungos possuem como principais caracteristicas estruturais a existéncia de parede
celular, auséncia de mobilidade, podem ser aerébios estritos ou anaerobios facultativos e
utilizam a matéria organica como fonte de carbono e energia.

Os fungos conseguem viver em meio aquético e nos solos, contudo, existem em
maior nimero no solo, mais especificamente a superficie, sendo que, a quantidade de
nutrientes no solo determina a espécie de fungo predominante [11, 25]. Comparando o0s
fungos com as bactérias, os primeiros existem em menor quantidade e possuem uma taxa
de crescimento mais lenta. Os fungos apresentam ainda a capacidade de viverem em
ambientes com um baixo pH, manifestam sensibilidade a variacdo da humidade e
capacidade de degradar com eficiéncia os compostos organicos toxicos e substancias

complexas como a lenhina, celulose ou a pectina. Algumas espécies de fungos conseguem
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viver em simbiose com plantas. As espécies mais comuns séo Penicillium, Mucor, Rhizopus,

Fusarium, Cladosporium, Aspergillus e Trichoderma [24, 25].

Entre os diferentes microrganismos estabelecem-se interac¢fes. As interligacdes sdo
negativas quando os produtos metabdlicos de alguns microrganismos sédo prejudiciais a
outros ou existe competicdo para sobreviverem e crescerem. Alguns exemplos de relagdes
de interaccdo negativa sdo a predacao, parasitismo e competicéo.

As interligagBes positivas — ocorrem quando um grupo beneficia das ac¢des do outro.
Por exemplo, os diferentes microrganismos podem associar-se e assim, vao ser capazes de
degradar mais rapidamente e eficazmente os compostos orgéanicos. Alguns exemplos de

interaccdes positivas sdo o comensalismo, protocooperacédo e o mutualismo [11].

1.5.2. Distribuicdo de microrganismos em solos e 4guas subterraneas

Os microrganismos mais comuns sdo as bactérias. Estas podem crescer quer no
solo quer no meio aquatico, podendo mesmo ser encontradas a uma profundidade de 500 a
600 m. Como ja se referiu, os diferentes grupos de organismos séo influenciados por
factores ambientais como o pH, a humidade, a estrutura do solo e a disponibilidade dos
nutrientes.

A rizosfera é a zona de influéncia das raizes das plantas. E nesta regido que ocorre a
biodegradacao de compostos como os hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (PAH’s) e os
solventes clorados, visto que é uma zona muito rica em microrganismos devido as elevadas
areas superficiais das raizes, a presenca de nutrientes organicos, inorganicos e vitaminas.

Ao longo das diferentes zonas estruturais do solo a densidade, a diversidade e a
actividade dos microrganismos estdo inversamente relacionadas com a quantidade de

argila, o pH baixo e com a concentracdo de metais pesados [11].

1.5.3. Crescimento celular

A taxa do crescimento celular consiste no aumento do nimero de microrganismos
por unidade de tempo. Para aumentar o seu numero, as bactérias reproduzem-se
assexuadamente por divisdo binaria. Segundo o processo de divisdo celular, seria de prever
gue o crescimento das bactérias fosse exponencial, 0 que ndo acontece, pois o crescimento

€ afectado, entre outros factores, pela concentracdo dos nutrientes. O crescimento dos
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microrganismos esta representado na Figura 1.8, onde se pode verificar a divisdo da curva

de crescimento em quatro fases: laténcia, crescimento, estacionaria e morte [11].

a — Fase de laténcia
b — Fase de crescimento
c — Fase estacionaria

d - Morte

n° de bactérias

a b ¢ ¢ Tempo (h)

Figura 1. 8. Ciclo de crescimento das bactérias.

v' Fase de laténcia

Esta fase é o periodo de habituacdo ao novo ambiente e a velocidade de
crescimento € muito baixa ou quase nula. O tempo de laténcia deve-se a sintese de
compostos bioquimicos. O periodo de laténcia pode demorar horas ou até dias, conforme o

composto quimico a ser degradado [11].

v' Fase de crescimento

Esta fase surge logo apos a fase de laténcia. Existe um aumento exponencial da
populacdo microbiana depois de um periodo de crescimento quase nulo. O desenvolvimento
dos microrganismos depende do tipo de microrganismo e das condi¢cdes de crescimento,
como por exemplo a falta de nutrientes, temperatura e a acumulagcédo de produtos toxicos
[11].

v' Fase estacionaria

Na fase estacionaria, 0 numero de bactérias ndo se altera com o tempo. Esta fase
pode durar horas ou até mesmo dias. Neste caso, o crescimento € reduzido, contudo os
microrganismos desenvolvem-se através do consumo de matéria organica, células mortas e
células danificadas. Quando existe escassez de nutrientes, algumas bactérias podem formar
esporos que permitem manter a actividade, apresentando vantagens sobre as outras

espécies [11].

v" Morte

As bactérias, nesta fase, estdo sem a actividade metabdlica ou j4 se encontram
mortas, mas as células ainda viaveis vao-se alimentar das células mortas. Nesta fase ainda
existem células a nascer, todavia, a diminuicdo do numero de células e da massa celular é

notéria [11].
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1.5.4. Factores que influenciam o crescimento e a biodegradacao

Os factores ambientais vao influenciar a concentragdo do contaminante no solo, a
natureza dos microrganismos e a taxa de degradacdo dos contaminantes. Os factores
ambientais mais importantes sdo a disponibilidade de nutrientes, o pH, a temperatura, a

humidade e o arejamento.

» Necessidade de nutrientes
Para o crescimento dos microrganismos, € necessario que 0s nutrientes estejam
disponiveis para serem assimilados. Na Tabela 1.3, é possivel verificar as percentagens

necessérias para o desenvolvimento das bactérias [11].

Tabela 1. 3. Composicao das células bacterianas.

Elemento

C O N H P S K' Na* ca®* Mg®* CI' Fe
% Empesoseco 50 20 14 8 3 1 1 1 0,5 0,5 05 0,2

E de salientar que, por vezes, os nutrientes no solo inibem o crescimento dos
microrganismos. Quando necessario fornece-se ao solo azoto na forma de NH," ou ureia, ao

passo que o fésforo deve ser adicionado na forma de ortofosfato [25].

> pH

Este parametro € de relativa importancia, pois vai afectar a actividade microbiol6gica,
ou seja, para um bom crescimento o pH deve enquadrar-se no intervalo de 6 a 8 e, para os
fungos o pH éptimo deve ser inferior a 5.

O pH quando muito acido ou bésico inibe o crescimento dos microrganismos,
afectando a solubilidade dos compostos de fésforo (pH=6,5). Isto €, para um pH> 7 o fésforo
reage com o calcio formando diferentes produtos (hidroxiapatita, fosfato octocalcio) e para
um pH inferior a 5,5 o fésforo reage com o aluminio e o ferro, formando fosfato de aluminio e
de ferro, influenciando a sua solubilidade e disponibilidade para os microrganismos.

Caso o pH seja demasiado baixo e seja necessario aumenté-lo, é possivel adicionar
ao solo compostos com célcio, como por exemplo, 6xidos de calcio, hidréxido de calcio. Mas
se o0 pH for basico e se for desejavel diminui-lo, entdo adiciona-se acido sulfurico ou sulfatos
de aluminio [11, 27].

20



Bioremediagio de solos contaminados com compostos petroliferos

» Temperatura

A temperatura € um aspecto muito importante, visto que, afecta a actividade
microbiol6gica e as taxas de biodegradacdo. A grande maioria dos microrganismos possuli
uma temperatura optima entre os 15°C e os 35°C. Todavia, existem algumas excepcdes
como as termofilas, que tem uma temperatura éptima entre os 45°C aos 65°C e as
psicréfilas que se desenvolvem melhor a temperaturas abaixo dos 15°C. Ao decorrer da
biodegradacédo, a actividade microbiolégica pode aumentar, reflectindo-se no aumento da
temperatura e da solubilidade dos contaminantes.

Caso a temperatura seja superior a 40°C, ocorre a destruicdo das enzimas e das
proteinas, levando a destruicdo das bactérias. Mas se a temperatura for baixa, cerca de 0°C,
da-se a inibicdo das bactérias aumentando o tempo de reac¢do o que, em alguns casos,

pode originar o surgimento de estruturas de resisténcia - os esporos [11].

» Humidade
A importancia da humidade num solo contribui para o crescimento e manutencao das
bactérias, pois possuem 90% de &gua na sua constituicdo. Se a humidade for baixa (inferior
a 40%), vao criar-se zonas secas inibindo o crescimento microbiano. Mas, se a humidade for
elevada (superior a 65%), inibe o intercambio de gases, originando zonas anaerobias. As

condigbes 6ptimas de humidade para as bactérias rondam os valores de 50 a 60% [11, 26].

» Arejamento
O arejamento € essencial para a degradacdo, pois vai fornecer oxigénio aos
microrganismos aerébios (processos respiratorios e metabdlicos), ajudando a controlar a
temperatura no processo e com a circulagéo do ar vai haver libertagdo de odores.
O arejamento ndo deve ser demasiado elevado, pois vai provocar a perda de
humidade e o aumento da temperatura, por isso, 0 oxigénio deve ser superior a 2% e para a

agua subterranea o oxigénio dissolvido deve estar entre 1 a 2 mg L™ [26].

> Factores relativos ao substrato
Existem diversos compostos dificeis de degradar como o0s polimeros sintéticos,
compostos clorados e aromaticos. Uma das razfes para a ineficiente degradacgéo deve-se a
dimensao dos compostos, pois estes possuem uma estrutura molecular grande, constituida
por grandes cadeias de carbonos colocados linearmente, podendo ser ramificados ou com
anéis, o que impossibilita a sua passagem para o interior da célula. A outra razao prende-se
com o facto de os compostos ndo serem solluveis em &gua, o que dificulta o transporte do

composto para a célula [11].
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1.6. Contaminacé&o de solos

Na contaminacdo de solos inserem-se as principais fontes de contaminagdo, o
transporte dos contaminantes, a classificagdo dos contaminantes e a degradacdo de

hidrocarbonetos aromaticos.

1.6.1. Principais fontes de contaminagéo

As actividades difusas (urbanas e industriais) e as fontes localizadas (actividades
mineiras) contaminam os solos que permanecem poluidos por varios anos, podendo afectar
0s sistemas ecologicos e causar riscos na saude publica [23, 28].

Segundo a Agéncia Europeia do Ambiente (AEA), estima-se que cerca de 250 mil
locais estdo contaminados na Europa, prevendo-se um aumento de 50% até 2050. Na

Figura 1.9, mostram-se as principais industrias poluidoras de solo na Europa [29].

3% 2% 19

& Militar

® Producdo industrial e servigos comerciais

i Indastria petrolifera

® Tratamento e deposicao de residuos industriais e sélidos
@ Qutras

# Armazenamento

H Centrais eléctricas

i Derrames no solo durante o transporte

u Exploracdo mineira

Figura 1. 9. Principais fontes contaminadoras do solo na Europa.

Ainda segundo a AEA, as perdas por manuseamento, fugas de reservatérios e
acidentes no transporte, sdo as maiores fontes de contaminag¢éo. Os contaminantes variam
de acordo com o pais, contudo, sdo 0s metais pesados e 0s Oleos minerais, que se
encontram em maior quantidade nos solos europeus. Em menores quantidades, existe o
grupo BTEX, PAH’s, fendis e hidrocarbonetos clorados. Nos ultimos 30 anos, alguns paises

europeus comecaram a remediar os cerca de 80 mil locais contaminados (Figura 1.10) [29].
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Locais remediados 81

N.° estimado de locais contaminados 242
N.° de locais identificados como potencialmente 1823
contaminados
N° estimado de locais com  actividade 2925
potencialmente poluente
0 1000 2000 3000

Numero de locais em 2006 (x 1000)
Figura 1. 10. Tratamento de solos contaminados na Europa.

Porém, ainda existem cerca de 3 milhGes de locais que possuem actividades
potencialmente poluidoras. Uma parte dos custos de remediacdo (cerca de 35%), estdo
assegurados pelos orgamentos publicos.

Relativamente a Portugal, o Instituto Nacional dos Residuos (INR) identificou como
as principais zonas de contaminacgdo as areas industriais, as lixeiras e os aterros sanitarios,
as regides mineiras e as zonas agricolas.

Segundo a Agéncia Portuguesa do Ambiente (APA), ndo h& valores concretos sobre
os locais contaminados e as principais fontes de contaminacao, todavia é expectavel que as
zonas mais afectadas ocorram essencialmente no litoral (Porto, Aveiro, Setubal e Lisboa),
como consequéncia da localizacdo das grandes industrias, armazenamento de materiais
perigosos, centros de abastecimento, etc.

Os primeiros grandes estudos, foram realizados a partir de 1994, em que foram
estudadas acc¢des de recuperacgéo e reabilitagdo de solos contaminados, como por exemplo,
a recuperacédo do solo que futuramente acolheu a EXPO’98 e a biorremediacdo de solos no
Complexo Quimico de Estarreja devido a libertagéo, durante varios anos, de pirite e lamas
contendo elevados teores de mercudrio. A Quimiparque, situada no parque industrial do
Barreiro, contaminou o solo com lamas oriundas das metallrgicas especialmente ricas em
zinco. Relativamente a Siderurgia Nacional, entre 1961 a 2001, produziu cerca de 1 400 mil
toneladas de residuos, encontrando-se ainda 21 mil toneladas depositadas nos solos. Os
residuos sdo essencialmente constituidos por poeiras e lamas metalicas de ferro, zinco e

manganés [30].
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1.6.2. Transporte dos contaminantes

O movimento natural dos contaminantes faz-se essencialmente através da agua, por
um processo designado por conveccdo ou transporte de massa, que corresponde ao
movimento passivo dos contaminantes dissolvidos em agua, no qual a taxa do movimento
pode ser designada por densidade de fluxo (area de superficie por unidade de tempo) [13].
O escoamento pode ser a nivel macroscépico (através do meio poroso) ou a nivel
microscopio, no qual a agua flui nos solos entre os poros ou vazios. Na Figura 1.11,

observa-se o deslocamento da agua por entre os poros [31].

Figura 1. 11. Escoamento da 4gua pelos poros de um solo.

A deslocacao da agua faz-se em todos os sentidos, rodeando as particulas soélidas.
As velocidades de escoamento do fluido variam com os locais, devido a heterogeneidade do
solo (p.e., devido as diferentes formas, tamanhos e orientacdo dos espacgos abertos). Mas, a
velocidade do transporte dos contaminantes vai diminuindo a medida que se aproxima da
parede dos poros. E de salientar, que para solos mais irregulares (p.e., que possuem
fissuras, buracos) a propagacdo da contaminagdo serd maior [13]. A dispersao vai fazer
com que o contaminante se deslogue em varias direcgbes aumentando a zona de
contaminacéo.

Os contaminantes além de se deslocarem por convecgdo, também se deslocam pelo
seu potencial quimico, passando dos locais de concentracdo mais elevada para os de

concentracdo mais baixa, designando-se esse movimento por difusdo molecular [31].
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1.6.3. Classificacdo dos contaminantes

Os contaminantes podem-se dividir em inorganicos e organicos. Em cada um destes

grupos existem varios grupos de poluentes, de acordo com o esquema da Figura 1.12.

De entre os compostos referidos, destaca-se o grupo dos combustiveis, visto que 0s
compostos analisados neste trabalho pertencem a esse grupo. Os combustiveis séo
contaminantes organicos nao halogenados, podendo incluir varios compostos, por exemplo

0 benzeno, o tolueno, o etilbenzeno, o xileno e o naftaleno [32].

Metais Pesados

Inorganicos .
Radioactivos
. + N&o Halogenados
Volateis e Semi-
Volateis !
. vy Halogenados
N&ao Volateis
N ~
Orgéanicos Combustiveis

e ~
Aromaticos e Poli-

Arométicos .
Explosivos
. 1 Organo-clorados
Pesticidas .
Organo-
fosforados

Figura 1. 12. Esquema dos contaminantes inorganicos e organicos.
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Os combustiveis fazem parte dos produtos petroliferos, produzindo-se milhdes de
toneladas por ano no mundo [11]. A enorme quantidade de produtos petroliferos produzida
anualmente justifica-se pela grande utilidade que o petrdleo tem para a sociedade, ndo so
como fonte de energia mas por gerar diversos produtos derivados de elevada importancia
[33]. No entanto, a industria petrolifera € uma das mais poluidoras, contaminando solos,
adguas subterrdneas e superficiais devido ao vazamento dos tanques, rupturas das
tubagens, derrames durante o transporte [32]. O petréleo encontra-se entre rochas porosas
designadas por arenitos e a sua formacgéo deve-se a decomposicao de plancton, vegetacao
€ pequenos organismos marinhos.

O petréleo é essencialmente constituido por carbono, hidrogénio, impurezas
olecfilicas e, em menores quantidades, compostos organicos, sulfatados, nitrogenados e
oxigenados. A sua composicdo quimica varia de acordo com a sua origem e
consequentemente influencia a capacidade de ataque dos microrganismos [3].

O petroleo bruto, antes de ser utilizado, é destilado para ser separado nas varias
fracgcOes. A separacgdo faz-se atendendo a massa molecular e ao ponto de ebulicdo, mais
especificamente a separacdo dos hidrocarbonetos ocorre dependendo do numero de
carbonos

A producgédo da gasolina varia para os varios paises, pois vai estar de acordo com as
condicbes operatorias, a temperatura da regido, época do ano e até a altitude. Para
aumentar as octanas da gasolina, sdo adicionados hidrocarbonetos aromaticos, sendo os
aditivos mais utilizados: o benzeno, o tolueno, o etilbenzeno e o xileno (isdmeros do xileno)

também designados pelo grupo BTEX [34].

e Benzeno (CgHs)

O benzeno é um dos constituintes mais perigosos do grupo BTEX, isto porque, além de ser
toxico em exposicdes prolongadas, o benzeno danifica a medula 6ssea, dando origem a
doencas como a leucemia e problemas ao nivel do figado. Para os seres humanos, a
dosagem de limite letal (LDL) é de 0,94-38 pg mL™ [35]. O benzeno ou benzol é um liquido
incolor e, quando derramado no solo, uma parte deste vai evaporar. Este composto possui
um baixo coeficiente de particdo com o carbono orgénico e por isso, vai ser pouco adsorvido
pela matéria organica e consequentemente, tem uma elevada mobilidade [36]. O benzeno
tem uma massa especifica de 0,88 g cm™ (20°C) e uma viscosidade de 0,78 mm? s™ (20°C)
[37].
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e Tolueno (C¢HsCH3)
O tolueno € um liquido incolor que quando ingerido (15 — 20 mL), provoca graves problemas
de toxicidade, afectando o sistema nervoso central, promovendo o0 aparecimento de
leucemia aguda e vertigens, em que a LDL para o tolueno é 110 pg mL™ [35]. O tolueno no
solo apresenta um comportamento similar ao do benzeno. Este possui uma massa

especifica igual a 0,87 g cm™(20°C) e uma viscosidade igual a 0,7 mm? s (20°C) [36, 38].

e Etilbenzeno (CsHsCH,CHs,)
O etilbenzeno é um composto toxico e é importante para a producao do estireno. O estireno,
em exposi¢des prolongadas provoca tumores e afecta o0 sistemas nervoso, em que a
concentracdo limite de estireno no sangue de 0,01 — 1,0 pg mL™ [35]. O etilbenzeno ou
etilbenzol é insoltvel em agua, possui uma massa especifica igual a 0,87 g cm™ (20°C) e
uma viscosidade de 0,690 mPa s (20°C) [36, 39].

e Xileno (CeH4(CHs),)
O xileno possui uma massa especifica de 0,86 g cm™ (20°C), uma viscosidade igual a 0,85
mm? s (20°C) e é insolGvel em agua [36, 40]. O xileno, comparativamente ao benzeno e ao
tolueno é menos téxico, porém causa intoxicagdo aguda e crénica. A concentragdo no

sangue do xileno deve ser menor que 46,5 — 250 ug mL™ [35].

O grupo BTEX é muitas vezes utilizado como indicador de contaminacdo do solo,
visto que é um dos grupos de componentes mais sollveis em agua, confirmando a
existéncia de derrames [41]. A solubilidade do contaminante varia de acordo com a massa
molecular, ou seja, se esta for pequena, o poluente vai ser mais sollvel ocorrendo a
migragao e a dispersédo dos contaminantes no solo e em aguas subterraneas. A solubilidade
implica a dissolugdo em fase aquosa e baixa volatilizacdo, levando a uma melhor
biodegradacdo. De acordo com os diferentes compostos pertencentes ao grupo BTEX, as
percentagens de volatilizacdo e adsorcdo variam, sendo o benzeno o mais volatil e o

etilbenzeno o menos volatil [7, 36].
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1.6.4. Degradacao de hidrocarbonetos aromaticos

No processo de extraccdo do petrdleo ou durante o transporte de compostos
petroliferos podem ocorrer pequenos derrames. Estes casos pesam cerca de 10% na
contaminacdo de solos e 4guas. As pequenas descargas (p.e., esgotos urbanos, efluentes
de baixo caudal, depdsito dos combustiveis, etc.) contribuem com os restantes 90% dos
hidrocarbonetos totais.

Os hidrocarbonetos podem dividir-se em alcanos, cicloalcanos, aromaticos,
aromaéticos policiclicos (PAH’s), asfaltinas e resinas. Existem varia¢cdes nos hidrocarbonetos
como grandes cadeias de carbonos, ramificacdes, combinacdo entre moléculas e existéncia
de oxigénio, azoto e enxofre [11].

O derrame de petréleo no solo pode levar a estimulagdo dos microrganismos
existentes no solo, aumentando a sua actividade no local contaminado jaA que 1% dos
microrganismos nativos do solo tem a capacidade de degradar hidrocarbonetos [42]. A
biodegradacdo deste tipo de compostos varia com o estado fisico e a toxicidade e assim,
necessitam de um consorcio de microrganismos para degradar os poluentes [11]. Algumas
enzimas, mais especificamente as oxigenases, vao iniciar a degradacdo dos
hidrocarbonetos. Como o préprio nome indica, utilizam o oxigénio como aceitador final de
electrdes [43] e subsequentemente, necessitam que as condigdes sejam aerdbias. No caso
das condi¢Bes anaerbbias, os aceitadores finais serdo os nitratos e sulfatos.

O BTEX faz parte dos hidrocarbonetos aromaticos. Estes sdo 0s mais estaveis, pois
partiiham electres deslocalizados nas ligacBes 1 e entre os diferentes componentes da
gasolina sdo os mais soluveis em agua, moéveis, volateis e toxicos [7, 36]. A biodegradacéo
dos compostos ocorre em duas etapas: inicialmente ocorre a activacao do anel através das
oxigenases, em que as enzimas incorporam oxigénio molecular dentro do anel, também
conhecido por desidroxilagdo do nucleo aromatico e a segunda etapa sera a ruptura do anel
[11].
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1.7. Biorremediacéo

A biorremediacdo consiste na utilizagdo de organismos para degradar o0s
contaminantes no meio ambiente, como os compostos organicos (hidrocarbonetos), em que
os utiliza como fonte de alimento ou como substrato. A Agéncia de Proteccdo Ambiental
Americana (USEPA) define: “biorremediacdo é um processo de tratamento que utiliza a
ocorréncia natural de microrganismos para degradar substancias tdxicas perigosas,
transformando-as em substéncias menos téxicas ou ndo toxicas” [33]. No processo de
biorremediacdo, prevalece a oxidacdo dos substratos em diéxido de carbono e agua,
fornecendo energia e carbono para o crescimento e reproducdo das células.

A degradacao é incompleta quando ha auséncia de enzimas. Logo, 0 sucesso deste
método esta relacionado com a estrutura dos poluentes, disponibilidade de nutrientes, tipo
de microrganismos e condigdes ambientais do local contaminado [13].

As técnicas de biorremediagéo aplicadas podem ser [44]:

v' Ex situ - remove-se o solo contaminado, sendo tratado noutro local. A

compostagem e o “landfarming” sédo exemplos de técnicas aplicadas em ex situ.

v' In situ - o processo de remediacdo é realizado no préprio local, havendo um

acréscimo da actividade microbiana, através do ajuste de pH, adicdo de
nutrientes, controlo da humidade, arejamento e alteragdo da area degradada. A
fitorremediacao e a biorremediacédo reforcada exigem o tratamento in situ.

I.  Landfarming

O “landfarming” é um tratamento bioldégico que funciona em condi¢cdes aerdbias.
Trata-se de um processo simples e de baixo custo, mas que necessita de grandes areas e
requer um especial cuidado com os lixiviados. Este método € aplicavel aos hidrocarbonetos
petroliferos que se encontrem em solos, lamas ou sedimentos. A distribuicdo do solo
contaminado devera ter uma profundidade de meio metro.

Sendo um método aerdbio, é essencial o fornecimento de oxigénio aos
microrganismos, através do arejamento forgado (p.e., tubos perfurados, colocados abaixo do
solo contaminado) ou através do arejamento utilizando equipamentos moveis (p.e.,
tractores). Durante o periodo de remediacdo dos solos para uma melhor degradacao, é
necessario controlar o pH, a temperatura, a concentracao dos nutrientes (fésforo e azoto), o

arejamento e o teor de humidade [43, 45].
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II. Compostagem

O processo de compostagem ou tratamento de solo em fase sélida, consiste na
utilizacdo de microrganismos indigenas existentes no solo. Em condicdes de aerobiose ou
anaerobiose, os microrganismos vao degradando os contaminantes organicos, PAH’s e
baixas concentracdes de explosivos.

Neste tipo de processo, € necessario adicionar lascas de madeira, restos vegetais,
residuos de animais, proporcionando aos microrganismos “agentes de volume” (criando
espacos vazios, para circulacdo do ar e libertacdo de calor) e alteracdes organicas (razdes
Optimas de C:N igual a 25:1).

A eficiéncia do tratamento de solos por compostagem é afectada pelo arejamento,
teor de humidade, temperatura e concentracéo de nutrientes. O processo pode funcionar de
vérias formas, tais como: pilha estéatica arejada (os residuos séo colocados em pilha e sao
arejados através de ventiladores ou bombas de vacuo); pilhas revolvidas (windrow) (o
composto é colocado em pilhas, e é arejado periodicamente através de equipamentos
méveis - tractores) e por agitacdo mecéanica de compostagem (o0 arejamento e a mistura

sao realizados num reactor fechado) [46].

[ll.  Fitorremediacéo

No método de fitorremediacao utilizam-se plantas para remediar, transferir e destruir
0s contaminantes no solo. Algumas espécies de plantas tém a capacidade de acumular por
exemplo, os metais pesados nas raizes ou nas folhas e, quando estas encontram-se
saturadas sdo removidas dos locais contaminados. A fitorremediacdo pode ser aplicada a
diversos contaminantes como 0s metais, pesticidas, solventes, PAH’s, entre outros.

Os efeitos da fitorremediacdo resultam de quatro etapas: a biodegradacdo da
rizosfera reforcada, que sucede junto das raizes das plantas, visto que estas libertam para
o solo substancias naturais, importantes para o desenvolvimento dos microrganismos; Na
fito-acumulacéo as raizes vao absorver os contaminantes transportando-os para as folhas
com a subsequente acumulacdo nessa zona; Na fito-degradacdo, o contaminante é
degradado por enzimas, como as oxigenases, existentes nos tecidos das plantas.
Finalmente na fito-estabilizacdo, a planta tem a capacidade de imobilizar os

contaminantes, através da producédo de substancias quimicas [47, 48].
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IV. Biorremediacao estimulada (Enhanced Bioremediation)

A Dbiorremediacdo estimulada é também conhecida por biostimulation e/ou
bioaugmentation. E aplicada na remediacdo de solos e aguas contaminadas com
hidrocarbonetos petroliferos, pesticidas ou compostos organicos.

Neste método de descontaminacdo dos solos é possivel utilizar os microrganismos
indigenas ou inoculados (quando as populagfes existentes do solo foram reduzidas devido
a toxicidade do contaminante ou a inexisténcia de microrganismos no local), que véao
transformar os contaminantes em produtos finais inofensivos, por exemplo, di6xido de
carbono, agua e massa celular.

A utilizacdo de microrganismos geneticamente modificados ou desenvolvidos em
laboratorio promove uma degradagé@o mais rapida dos contaminantes comparativamente aos
microrganismos indigenas. A eficiéncia da biorremediagcdo pode ser melhorada com a
adicdo de oxigénio, de nutrientes (azoto e/ou fésforo), os quais s@o adicionados na
superficie do solo, de modo a optimizar a razao C:N:P [43, 49].

A biorremediacdo reforcada pode realizar-se em condicbes aerbbias e/ou
anaerobias. No entanto, nas condicdes aerdbias, a biodegradacdo mais rapida que a
biodegradacdo em condi¢des anaerobias [7].

Na Tabela 1.4, registam-se 0s principais organismos (bactérias e fungos) que podem

ser utilizados na biodegradacéo dos hidrocarbonetos aromaticos [43].

Tabela 1. 4. Principais organismos que metabolizam os hidrocarbonetos aromaticos.

Organismos
. Pseudomonas; Aeromonas; Flavobacteria; Nocardia; Acinetobacter; Mycobacteria,;
Bactérias
Entre outros.
E Chytridomycetes; Oomycetes; Zygomycota, Ascomycota; Basidiomycota,
ungos
Deuteromycota.
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1.7.1. Casos de derrames de petréleo que contribuiram para a

contaminacado dos solos

Na histéria da exploracdo do petrdleo existiram e ainda hoje existem grandes
acidentes (Figura 1.13), que implicaram grandes esforcos no salvamento de animais, na
avaliacdo e remediacdo de solos e aguas contaminadas. De seguida anotam-se alguns

exemplos de catastrofes no mundo provocados por derrame de petréleo [50, 51]:
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Figura 1. 13. Derrame de petréleo a norte de Espanha.

e Em 1967, com o naufragio de um petroleiro ao largo da Cornualha (Reino Unido), em que
se perderam cerca de 60 mil toneladas de crude, propagando-se ao longo de 161 km;

e No Golfo Pérsico, em 1983, um petroleiro embateu contra uma plataforma, libertando, ao
longo de varios meses, cerca de 363 milhdes de litros de crude;

e O petroleiro Exxon Valdez em Prince William Sound, no Alasca, em 1989, derramou 30
mil toneladas de crude num perimetro de 1770 km;

e Em 1991, no Golfo Pérsico, as tropas iraquianas incendiaram diversos pogos e
derramaram milhes de barris no mar. Nesse mesmo ano, na costa mexicana, ocorreu
uma explosdo numa plataforma libertando 636 milhGes de petréleo. O derrame foi
controlado ao fim de 9 meses;

¢ No norte da Russia, em 1994, ocorreu uma ruptura num oleoduto, havendo um derrame
de crude nos campos de Usinsk e nos rios Usa e Kolva que se estima que tenha
envolvido entre 200 mil a 300 mil ton de crude;

¢ Ao largo da Galiza, em 2002, afundou-se um petroleiro designado por Prestige, contendo
77 mil toneladas de fuel 6leo, e, em apenas 24h, a mancha de crude dispersou-se por 37

km:;
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e Em 2010, em Port Arthur, Texas, duas embarcacdes colidiram, libertando 1700 toneladas
de crude;

e Em Abril de 2010, ao largo da costa da Louisiana (Mississipi) ocorreu uma explosao
numa plataforma petrolifera que provocou um derrame constante de crude. Segundo um
documento interno da British Petroleum (BP), divulgado no dia 20 de Junho, estima-se
gque a taxa de descarga tenha sido de 100 mil barris por dia, muito acima da estimativa
inicial do governo dos Estados Unidos que era de 60 mil barris por dia.

¢ Relativamente a Portugal existiram dois derrames mais relevantes: 1) em 1990 na zona
de Porto Santo, com o derramamento de 30 mil toneladas de crude e 2) em 1989 na
costa de Sines (S. Torpes e Porto Covo), com aproximadamente 5 mil toneladas de

hidrocarbonetos.

Qualquer dos acidentes referidos provocaram situagfes de grande poluigdo
ambiental, tendo sido decretada para quase todos os casos o0 estado de calamidade. De
uma forma ou de outra, para além das grandes superficies de dguas contaminadas, o efeito
fez-se sentir também nos solos.

Quando ocorre derrame de petréleo, no geral utiliza-se a remoc¢ao manual, o uso de
barreiras mecanicas para a contencao do petréleo (quando ocorre no oceano), a limpeza da
dgua contaminada com surfactantes microbioldgicos (como por exemplo, no petroleiro
Exxon Valdez com a bactéria Pseudomonas aeruginosa) e através de agua pressionada a
alta temperatura, de forma a remover o petr6leo da costa. Na remediacdo dos locais
contaminados € utilizada normalmente a biorremediacdo com técnicas como a
compostagem, vermicompostagem, fitorremediacdo (por exemplo, no Golfo Pérsico,
utilizaram as mangezais, pois estas sao tolerantes a 4gua salgada) e a atenuacao natural
usando as cianobactérias [52-55].
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1.7.2. Factores favoraveis e desfavoraveis da biorremediacéo do solo

A biorremediacdo dos solos tem vantagens e desvantagens. Listam-se de seguida os

factores a favoraveis e desfavoraveis desta técnica.

Factores favoraveis
Existem diversas vantagens que colocam este método na vanguarda, como [8, 23, 56]:
o E possivel utilizar diferentes tipos de organismos (bactérias, fungos);
o Pode ser realizado no proprio local de contaminacao;
o Simplicidade de manutenc¢ao e de baixo custo;
o Possibilidade da destruicdo completa dos contaminantes;
o Possui a capacidade de degradar quase todos os tipos de contaminantes (residuos
permanentes e hidrocarbonetos);
o Pode ser associado a tratamentos fisico-quimicos, de modo a aumentar a eficiéncia
da biodegradacéao;
o Comega a ter uma maior aceitacdo no publico do que alguns processos existentes,

como, por exemplo, a incineracao.

Factores desfavoraveis [8, 13, 57]:

o Temperaturas baixas podem inibir o metabolismo, prejudicando a eficiéncia do
processo;

o Inexisténcia de microrganismos adequados aos contaminantes;

o Possibilidade do sistema entrar em anaerobiose, caso 0 processo se prolongue no
tempo;

o A biorremediacdo é imprevisivel, por se tratar de sistemas biol6gicos e qualquer
variagdo (ao nivel do pH, da temperatura e da concentracdo de nutrientes) vai
afectar a biorremediacéo;

o Processos in situ além de serem lentos, também podem ser dificeis de monitorizar e
em ex situ requerem grandes areas;

o Baixas concentragfes de nutrientes;

o Menor velocidade de remediacdo, comparativamente a outros processos fisico-

guimicos (por exemplo: extraccao de vapor e oxidagdo quimica).
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1.8. Cromatografia gasosa

Neste ponto apresentam-se de uma forma sucinta os principais conceitos associados
a cromatografia gasosa por ter sido a técnica analitica usada neste trabalho.

A cromatografia € um método fisico de separacédo usado em andlises quimicas, para
a identificacdo, purificacdo e separacdo dos diversos compostos presentes numa amostra
[58, 59]. O processo consiste no transporte de uma amostra numa fase mével, em que a
fase mével pode ser gasosa ou liquida. A fase moével é obrigada a passar numa fase
estacionaria imiscivel (sélido poroso ou filme fino liquido), que se encontra numa coluna ou
numa superficie sdlida, ocorrendo a separacdo do analito. As amostras que séo fortemente
retidas na fase estacionaria, consequentemente, irdo mover-se mais devagar ocorrendo a
separacao dos constituintes [58]. O tempo de percurso na coluna vai hos permitir determinar
a afinidade da fase estacionéria, ajudando a caracterizacdo e identificacdo dos varios

compostos [60]. Na Figura 1.14, é possivel observar a separacdo da mistura.

Figura 1. 14. Separa¢éo dos constituintes numa coluna cromatogréfica.

A cromatografia gasosa é uma técnica muito utilizada em analises quimicas, pois
possui um elevado poder de resolucdo, tem uma capacidade de deteccdo da ordem dos
nano ou picogramas (10° a 10™*? g) e permite a analise de uma quantidade muito pequena
de amostra. Para a aplicacdo desta técnica, a amostra deve ser volatil e termicamente
estavel. Um cromatdgrafo é constituido por um injector, uma coluna normalmente situada
num forno e por um detector. A amostra é injectada e vaporizada no topo da coluna e
arrastada até ao detector pela fase mével. Para a analise do contaminante no trabalho

utilizou-se a cromatografia gas - sélido (Figura 1.15) [61].
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Figura 1. 15. Esquema geral de um cromatégrafo gasoso.

Os gases de arrasto sdo utilizados no transporte do analito, desde a coluna
cromatogréfica até ao detector. Os gases devem ser quimicamente inertes e dependem do
tipo de detector. Os gases de arrasto mais utilizados sao o hélio, hidrogénio e o azoto.

A pressao a saida dos cilindros do gas é regulada por valvulas e medidores de fluxo,
sendo que a pressédo de entrada no cromatégrafo gasoso varia de 10 a 50 psi [58].

1.8.1. Injector

No injector ocorre a injeccdo (Figura 1.16) da amostra, a qual é feita no topo da
coluna, com o auxilio de uma microseringa. A amostra, ao ser injectada na coluna passa
para uma camara aquecida transformando-se em vapor, sendo posteriormente transportada
através da coluna por um gés de arraste inerte. O volume de injec¢do (varia de alguns
microlitros a alguns mililitros) vai depender da coluna, do detector, da concentracdo do

analito na amostra e do estado fisico da amostra [58].

s S Septum — )
eptum §; Y wﬂ' A i = ——— Septum Purge
Carior Gas oz :,‘,//;/ w JRE—— fegpt;frpn E-ﬁ:?e Carfiar Gas ————— .,m,,/g F
'ﬁ f
g %
. _ 7 Glass Liner
g Glass Liner ?
7 Z
7 7
7 Z
7 7
z f
Split Vent ‘Later
% % ». Needie Valve g Opened Later
| 5, 2/ (Always open) \n/:{
N e.g. 50 m¥mn -
~+— Gapillary Golumn !
Capillary Column

Figura 1. 16. Esquema de um injector split e splitless.

Existem dois tipos de injectores: “split” — a amostra é rapidamente vaporizada e s6
uma pequena fraccdo vai entrar na coluna (1% - 2%), € uma técnica simples e é indicado

para concentragdes elevadas; “splitless” - todo o volume de amostra vai ser analisado. Este
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injector é mais utilizado no caso de amostras com concentragcdo baixa e possui uma maior

sensibilidade para separar os diferentes compostos [61].

1.8.2. Detector de ionizacdo de chama

O detector de ionizacdo de chama (Figura 1.17), também designado por Flame
lonization Detector - FID, é constituido por chama de hidrogénio (H,) /Ar e um prato colector.
E usado em anélise de amostras organicas (metano, etano e acetileno), possui uma elevada
sensibilidade (= 10" g s™), um grande intervalo de respostas lineares (= 10°), baixo nivel de
ruido, é resistente e de facil utilizagdo. Tem o inconveniente de destruir a amostra e néo é

sensivel a todos 0os compostos (como por exemplo, H,O, CO,, SO, e NOy) [58].

Colector
Detector extraible
de ionizacidn
de HNama

Soporte
del colecior

Adslante
Tuerca para

¢l montaje
del colector

Llama de Hy-aire —

Cuerpo del quemador 5
conectado a tierra —

Pared intenor del homo

Extremo de salida
de 1a columna

Figura 1. 17. Esquema de um detector de ionizagcédo de chama.

Num queimador, a amostra vai ser misturada com hidrogénio e ar, que entram
posteriormente em ignicao eléctrica. A grande parte dos compostos organicos € aquecida a
altas temperaturas numa chama H,/Ar, produzindo ides e electrbes que conduzem a
electricidade pela chama. Os ides séo recolhidos num eléctrodo negativo, produzindo um

sinal eléctrico de = 10™ A [58].
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1.8.3. Coluna capilar

A coluna (Figura 1.18) [61] esta instalada no interior de um forno, cuja temperatura é
monitorizada. A temperatura do forno ndo deve ser influenciada pelo restante equipamento,

sendo desejavel que a temperatura se mantenha constante e seja obtida rapidamente [60].

As colunas séo tubos abertos ou capilares, feitos de silica purificada possuindo na
sua constituicdo pequenas quantidades de 6xidos metalicos. De modo a aumentar a sua
resisténcia, as colunas capilares sdo recobertas por poliamidas. As principais caracteristicas
das colunas sdo a elevada resisténcia, a flexibilidade, o proporcionarem uma melhor
separacao, permitirem analises mais rapidas, o possuirem um diametro reduzido (320 a 260

um) e o facto de requererem volumes pequenos de amostras (= 10 pL).

Figura 1. 18. Forma das colunas capilares.

As colunas capilares podem dividir-se em dois grandes grupos: tubulares abertas
com parede revestida (WCOT) ou com superficie recoberta (SCOT), tal como apresentado
na Figura 1.19.

Tube Wall

's 100, 250,
IDs 100 Fused Slica

320, 530 um

Liquid Phase
0.2-5um

Figura 1. 19. Coluna capilar ou tubulares abertas com parede revestida (WCOT) e superficie
recoberta (SCOT).

As colunas de parede revestida sdo tubos capilares recobertos com a fase
estaciondria, enquanto a fase estacionaria das colunas SCOT € uma fina camada de
poliamidas (= 30 ym), possuindo uma maior capacidade na reten¢do das amostras, mas tém

uma menor eficiéncia, relativamente as colunas WCOT [58].
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2. Metodologia experimental
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2.1. Reagentes

Os contaminantes utilizados foram o benzeno pro-analise (p.a.) da Riedel de Haén, o
tolueno e o etilbenzeno ambos p.a. e fornecidos pela Merck. O meio mineral foi obtido
através da solucdo de minE base (constituida por CaCl,.2H,0 p.a (Fluka), MgSO,.7H,0 p.a
Merck e (NH4),SO; p.a (Merck)), solucdo tampdo fosfato (K,HPO, (Merck) e KH,PO,
(Fluka)), acido lactico (Merck), leveduras (Liofilm Diagnostici) e agua desionizada, o meio
mineral foi preparada de acordo com Kelly et al. [63]. A solucdo de TM (Trace Metals),
utilizada no meio mineral, teve como reagentes 0 ZnS0O,.7H,0 p.a (Sigma — Aldrich); NaOH
p.a (Panreac); EDTA (Fluka); CaCl,.2H,0 p.a (Merck); MnCl,.4H,0 Ultra (Fluka); CoCl,.6H,0
p.a (Sigma — Aldrich); (NH;)6M00,4.4H,O p.a (Merck) FeSO,.7H,0 pa (MONTPLET &
ESTEBAN) e CuS0O,4.7H,0 (Merck).

2.2. Equipamento

Usou-se um cromatografo gasoso (Shimadzu GC-2010) (Figura 2.1) equipado com
um detector de ionizagéo de chama e uma coluna TRB 35 NF-2670 (30 m x 0,53 mm x 3
pm). Fixou-se a temperatura do injector e do detector para 250 °C e usou-se um programa
isotérmico em que a temperatura da coluna foi fixada em 200 °C.

Figura 2. 1. Cromatografo gasoso Shimadzu GC-2010.

Os caudais dos gases de combustéo, ar e hidrogénio, foram de 400 cm® min™ e 40
cm® min™, respectivamente. Relativamente ao gas de arrasto, o hélio, foi de 30 cm® min™. A
aquisicéo e tratamento de dados obtidos nas analises cromatograficas foram realizados com
o software GCAnalysis. Na medicdo de 500 yL de amostra foi utilizada uma seringa
(Borosilicatglass, ILS Germany) de volume total 2500 pL. A quantificacdo dos contaminantes
foi realizada pelo método de calibragédo directa.
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A estufa usada na secagem do solo e da areia era da marca Selecta, modelo P e
permitiu trabalhar na gama dos 55 °C aos 105 °C.

O teor de humidade dos solos foi determinado numa balanca de determinacéo de
humidade da marca Kern, modelo MLS 50-3 IR (Figura 2.2).

Figura 2. 2. Balanga de humidade.

Para a esterilizacdo do solo humico e do meio mineral, utilizou-se uma autoclave de
marca Uniclave, modelo 88.

O solo estéril foi manuseado numa camara de fluxo laminar com lampada ultra-
violeta, da marca TELSTAR, modelo BIO — Il — A.

2.3. Preparagao do solo

A biorremediagdo foi realizada em dois solos humicos com teores de matéria
organica (MO) de 14% e 24% (estes teores advém do trabalho realizado anteriormente —
extraccdo de vapor, EV) [64]. Para preparar estes solos foi necessario recolher um solo
arenoso isento de MO e um solo rico em MO (este ultimo tinha um teor inicial de MO 42%).
O teor de MO foi determinado pelo método de oxidagcdo quimica [64]. Da mistura dos dois
solos prepararam-se 0s solos com os teores de MO desejados.

O solo arenoso (areia) foi recolhido a 1 m de profundidade em diferentes locais de
uma praia nos arredores do Porto. O solo rico em MO foi recolhido numa é&rea florestal, na
zona de S&o Mamede de Coronado, Vila do Conde, a uma profundidade de 5 cm. As
amostras foram armazenadas em recipientes fechados, de forma a evitar a perda das

propriedades originais.
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A preparacédo dos solos arenosos envolveu trés passos:

(a) Lavagem do solo com agua desionizada - Repetiu-se até que a agua de lavagem
fosse limpida (a lavagem vai permitir a remoc¢ao de possiveis vestigios de MO);

(b) Secagem da areia - A areia foi colocada em tabuleiros, ndo excedendo 10 cm de
altura, e mantida a temperatura ambiente durante cinco dias; foi revolvida todos os dias. De
seguida foi colocada na estufa a 105 °C durante 24h;

(c) Peneiramento da areia - Foi realizado com um crivo de 2 mm, desprezando o

restante.

A preparacao dos solos humicos envolveu as seguintes quatro etapas:

(a) Secagem do solo rico em MO numa estufa a 55 °C durante 48h;

(b) Peneiramento do solo num crivo de dois milimetros, rejeitando-se o de
granulometria superior;

(c) Mistura das quantidades correctas de solo arenoso e himico para induzir os
teores de MO desejados (14 e 24%);

(d) Adicao de agua a fim de induzir o teor de humidade desejado (20%); tinha como
objectivo auxiliar o desenvolvimento dos microrganismos sendo que a percentagem foi
escolhida com base na literatura [65]. Posteriormente, adicionou-se 15 mL de meio mineral
de forma a auxiliar o crescimento e o desenvolvimento dos microrganismos [63].

O ajuste da humidade foi realizado ap6s a determinacao do teor de humidade do
solo. De acordo com o teor obtido na balancga, calculou-se a quantidade de agua a adicionar

de modo a atingir o valor desejado (20%).

2.4. Procedimento na biorremediacéao

2.4.1. Constituicao do meio mineral

O meio mineral foi preparado da seguinte forma:

o Preparacdo de uma solucéo de MinE base (250 mL)

Efectuou-se a pesagem de 0,625 g de CaCl,.2H,0, 2,063 g de MgS0,4.7H,0O e 6,25 g
(NH4),SO, num gobelé, solubilizando os trés componentes em &gua desionizada.
Transferiu-se a solu¢do para um baldo volumétrico de 250 mL, e adicionou-se agua

desionizada até perfazer o baldo.
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o Preparacdo de uma solucéo tampao fosfato (500 mL)

Efectuou-se a pesagem de 6,0 g de K;HPO, e 3,0 g de KH,PO,, num gobelé.
Posteriormente adicionou-se 400 mL de 4gua desionizada e ajustou-se o pH com uma
solucdo de NaOH para os valores de 6,8 a 7,0. No final, perfez-se o volume até 500

mL com agua desionizada.

o Preparacéo da solucédo TM (Trace Metals)

Inicialmente pesou-se numa balanca analitica 9 g de NaOH e 50 g de EDTA e
posteriormente, dissolveram-se em agua desionizada até um volume de 400 mL. De
seguida, em 20 a 30 mL de agua desionizada dissolveu-se individualmente os
seguintes compostos: 11 g de ZnS0,.7H,0; 7,34 g de CaCl,.2H,0; 2,5 g de
MnCl,.4H,0; 0,5 g de CoCl,.6H,0; 0,5 g de (NH4)sM002,.4H,0, 5 g de FeS0O,4.7H,0 e
0,2 g de CuS0Q,.7H,0. Num bal&o volumétrico de 1 L, colocaram-se as vérias solu¢fes

preparadas e posteriormente, completou-se o volume com &gua desionizada.

o Preparacao de 400 mL de meio de cultura

Numa proveta adicionou-se um volume de MIinE base igual a 8 mL, 0,2 % de lactato
(800 pL) e ainda 800 pL de TM (Trace Metals). Pesou-se 0,4 g de extracto de
levedura, adicionando-se a proveta juntamente com a agua desionizada até um
volume de 360 mL. Num frasco a parte, colocou-se 40 mL de solugédo tampdo fosfato e
levaram-se os dois recipientes a autoclave durante 15 minutos, a 130 °C. Deixou-se
arrefecer e depois adicionou-se a solugdo tampédo de fosfato a restante solucao,

obtendo-se um volume final de 400 mL.

2.4.2. Montagem experimental

Para prevenir possiveis contaminacfes quimicas de experiéncias anteriores, as
colunas foram previamente lavadas com &agua desionizada e colocadas de seguida na
estufa a 80°C, durante 15 minutos. No caso dos ensaios estéreis, de forma a evitar
contaminacgdes biologicas de ensaios anteriores, as colunas foram lavadas com lixivia e
seguidamente passadas por agua desionizada, sendo posteriormente colocadas na estufa.

Os ensaios de biorremediacdo consistiram na introducdo do solo preparado (areia e
solo), agua e meio mineral numa coluna de aco inoxidavel com um diametro interno de 12
cm e uma altura de 38 cm (Figura 2.3), possui quatro orificios onde se retirou as amostras
para a analise e a tampa da coluna é segura através de cinco parafusos. Salienta-se que no
Anexo A, pagina 87, encontram-se expostos os calculos auxiliares para a preparagdo dos

ensaios em colunas.
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Figura 2. 3. Coluna de aco inoxidavel utilizada nos ensaios.

A massa de solo introduzida no solo foi de 1500 g e a quantidade de contaminante
foi a necessaria para induzir o nivel de contaminacdo desejado (as concentracbes usadas
nas contaminagdes das colunas encontram-se no Anexos A, pagina 90). A introducdo quer
do solo quer do contaminante foi efectuada em quatro fases de modo a que a contaminagao
fosse mais homogénea e facilitasse o estabelecimento do equilibrio.

2.4.3. Autoclavagem das colunas estéreis

O solo preparado contendo ja a agua e o meio mineral foi dividido em quatro frascos
de 500 mL e colocado no autoclave, Figura 2.4, durante 20 min, a 130°C, de modo, a

eliminar os microrganismo existente no solo hiimico.

Figura 2. 4. Autoclave.
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2.4.4. Preparacdo de coluna estéril no Ultra-Violeta

Na sequéncia do trabalho anterior, preparou-se a coluna com solo estéril numa

camara de fluxo laminar com uma lampada ultra-violeta (UV) (Figura 2.5).

Figura 2. 5. Camara de fluxos laminar com UV.

No interior da mesma introduziram-se todos os materiais (coluna, frascos com o solo
hdmico, vial com o contaminante, a ponta da micropipeta e a micropipeta) a utilizar neste
tipo de ensaio. Inicialmente a camara esteve sob radiagcdo UV durante 30 minutos para
destruir os microrganismos. Posteriormente, procedeu-se a colocagdo do solo humico e do

contaminante, do mesmo modo que 0s ensaios anteriores.

2.4.5. Método cromatogréfico - curva de calibragao

Como foi referido o método analitico usado para o controlo dos contaminantes foi a
cromatografia gasosa. A quantificagdo foi efectuada usando o método da curva de
calibracdo na gama de concentracdes entre 0,7 e 35 mg L™ para o benzeno e o tolueno e
entre 0,7 a 21 mg L™ para o etilbenzeno, de modo a cobrir a gama de concentracdes obtidas
nas varias monitorizacdes no processo de biorremediacdo. Salienta-se que no Anexo B,
pagina 93, encontram-se expostos 0s volumes e as respectivas concentracbes dos

contaminantes usados nas curvas de calibracéo.
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/

Figura 2. 6. Ampola de vidro usada na curva de calibrag&o.

Cada padrao foi preparado através da injeccdo de um determinado volume do
poluente numa ampola de vidro (Figura 2.7) com um volume de 249,3 mL, este valor foi
determinado através do enchimento da ampola com agua. Entre ensaios, a ampola foi

devidamente limpa por passagem de ar (durante aproximadamente 5 min).

2.5. Monitorizagéo do processo de biorremediagcéo

A monitorizacdo dos diversos ensaios de biorremediacdo realizou-se ap6s um
periodo de estabilizagdo de 24 h. A monitorizacdo comecou por ser feita com uma
periodicidade de 24 h passando mais tarde e atendendo a cinética do processo a 48 h. Em
cada amostragem foram recolhidos 500 pL de fase gasosa do solo para cada ponto de
amostragem (Figura 2.3). O volume da fase gasosa também foi de 500 pL e usado para
tracar a curva de calibracao.

Com o software GCAnalysis retirou-se a area do pico e posteriormente, com o auxilio
da equacdo da recta obtida na curva de calibragdo, calculou-se a concentragdo para 0s
diferentes contaminantes. O valor assumido para cada ensaio apresentado nos resultados

corresponde & média aritmética das quatro amostras retiradas da coluna.
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3. Andlise e discussao dos resultados
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Neste capitulo apresentam-se as curvas de calibracdo realizadas para os trés
compostos e os resultados dos varios ensaios de biorremediacao feitos em coluna com solo
contaminado separadamente com benzeno, tolueno e etilbenzeno.

3.1. Curvas de calibracéo

Na monitorizacdo da degradacdo dos varios contaminantes, foi necessario construir
curvas de calibracdo que permitissem a quantificacdo da concentracdo dos contaminantes e
deste modo, monitorizar o processo de biorremediacdo. Para a preparacdo dos padroes,
injectaram-se diversos volumes de composto numa ampola de vidro com um volume de
249,3 mL. Os volumes usados para cada padrdo e as respectivas concentracdes obtidas
estao apresentados no Anexo B na pagina 93. A concentracdo desse padrao € calculada a
partir da seguinte equacéo:

Cose = — equacdo (3.1)

Em que: Cgs - Concentracdo do contaminante na fase gasosa; p - Massa volimica do

contaminante; v, - Volume de contaminante colocado na ampola; v, - Volume da ampola.

3.1.1. Benzeno

Neste paragrafo, apresenta-se a curva de calibracdo do benzeno (Figura 3.1).
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Figura 3. 1. Curva de calibracéo para o benzeno.
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A curva de calibracdo utilizada para monitorizar as concentracdes de benzeno na
biorremediacdo abrangeu concentracdes entre 0,7 e 352 mg L™, apresentando um

coeficiente de correlacdo de 0,999 o que demonstra a boa linearidade conseguida.

3.1.2. Tolueno

Neste paragrafoo, apresenta-se a curva de calibracéo do tolueno (Figura 3.2).
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Figura 3. 2. Curva de calibragéo para o tolueno.

A curva de calibracdo foi usada para monitorizar as concentracfes de tolueno no
processo de biorremediacéo do solo. As concentragfes do tolueno dos padrées abrangeram
valores entre 3,48 e 17,4 mg L™ e a curva apresentou um coeficiente de correlagéo igual a
0,999, demonstrando uma boa linearidade.

3.1.3. Etilbenzeno

Relativamente ao etilbenzeno, apresenta-se a curva de calibragdo na gama de
concentracéo entre 1,7 e 20,9 mg L™ (Figura 3.3).
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Figura 3. 3. Curva de calibrag&o para o etilbenzeno.

A analise da curva de calibracdo permite afirmar que existiu uma boa linearidade
sendo o coeficiente de correlagéo de 0,999.

3.2. Ensaios em coluna

Como foi referido anteriormente, o trabalho consistiu no estudo da biodegradacéo de
solos contaminados separadamente com benzeno, tolueno ou etilbenzeno, utilizando os
microrganismos nativos do solo. Foram experimentados solos com dois teores de MO, 14%
e 24% e, para garantir boas condicdes de degradagdo no solo, ajustou-se o teor de
humidade do solo a 20% e adicionou-se a cada coluna de solo 15 mL de meio mineral MinE
para facilitar o desenvolvimento dos microrganismos [63].

A biorremediagéo (BR) foi aplicada aos solos que ap0s tratamento por extrac¢éo de
vapor (EV) [64] ndo atingiam o0s objectivos necesséarios ao cumprimento da lei espanhola
[66]. Isto é, inicialmente utilizou-se a EV para extrair o contaminante até ao limite legal
imposto pela legislacdo. Todas as concentracdes que ndo alcancaram esse valor passavam
para um segundo tratamento, a biorremediagéo. Portanto, as concentracdes iniciais usadas
na biorremediagdo correspondem as concentracdes finais obtidas na EV. Este procedimento
realizou-se para os trés contaminantes.

A escolha da legislacdo espanhola deve-se ao facto de em Portugal ndo existir
nenhuma lei sobre descontaminagcédo de solos. De acordo com a legislacdo espanhola, o
solo é considerado descontaminado quando a concentracdo de benzeno no solo é igual ou
inferior a 10 mg kg™ e igual ou inferior a 100 mg kg™ para o tolueno e o etilbenzeno. Os
tempos de biorremediacdo e as respectivas concentracfes obtidas estdo apresentados no
Anexo C, péagina 96. Salienta-se ainda que cada ponto representado nos ensaios
corresponde a média das concentragdes obtidas nos quatro pontos de amostragem da

coluna.
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3.2.1. Benzeno

Nas situagcbes em que, apés a EV, os niveis de contaminacdo eram acima dos
valores legais, foi estipulado que para valores: a) superiores a 20 mg kg™, o solo passaria
para um segundo tratamento, a biorremediacéo; b) abaixo de 10 mg kg™ o solo estava
descontaminado e ¢) entre 10 e 20 mg kg™, atendendo & proximidade do valor legal, a EV
poderia ser prosseguida até se atingir o valor legislado.

Antes de iniciar os ensaios de biorremediacéo foi realizado um ensaio com um solo
estéril contaminado com 10 mg kg™ de benzeno. O objectivo deste ensaio foi o de identificar
a concentragdo do contaminante na fase gasosa do solo (Cyas) €m equilibrio com um solo
gue apresenta um nivel de contaminagéo idéntico ao limite legal. Na Figura 3.4, observa-se
a evolucdo da concentragdo de benzeno na fase gasosa do solo ao longo do processo de

biorremediacdo num ensaio de solo estéril.
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Figura 3. 4. Evolucéo da degradac¢do do benzeno, no solo estéril, contaminado com 10 mg kg’
! com 14% de MO.

Com base na Figura 3.4, verifica-se que nas primeiras 40 h ocorre uma diminuicédo
da concentracdo de benzeno na fase gasosa. Posteriormente, verifica-se que o sistema
atingiu o equilibrio, sendo que a concentragéo final de benzeno na fase gasosa do solo era
igual a 0,6 mg L™. Este valor serviu de indicativo do final da biorremediacdo para os ensaios
com 14% de MO, ou seja, quando aquele valor foi atingido na monitorizacdo do processo de

biorremediacéo, o solo foi considerado descontaminado.

A Figura 3.5 apresenta a monitorizacdo do processo de biorremediacdo do solo com
14% de MO utilizando concentragbes numa gama de 70 a 120 mg kg*. Salienta-se que
estes niveis de concentracdo advém do processo de EV, ou seja, as concentra¢des que n&do
alcancaram os limites impostos pela legislacdo foram usadas na biorremediagdo, como

concentragdes iniciais. A linha paralela ao eixo dos xx indica a concentragdo do
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contaminante (0,6 mg L™), para o qual, o solo é considerado descontaminado, baseado na

Figura 3.4.
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Figura 3. 5. Evolugéo da biorremediacdo do solo contaminado com benzeno.

Deste ensaio pode-se concluir que 0s microrganismos possuem a capacidade de
degradar o benzeno e que o tempo de biorremediacdo € directamente proporcional ao nivel
de contaminag&o no solo. Ainda na Figura 3.5, observa-se que a concentracdo do benzeno
na fase gasosa nas primeiras 30 h sofreu oscila¢des, devido a distribuicdo do contaminante

nas diferentes fases do solo (gasosa, aquosa e sélida).

A Figura 3.6 representa a monitorizacdo de um ensaio realizado para um solo estéril
e um solo n&o estéril, com um nivel de contaminac&o igual a 100 mg kg™ e um teor de MO
igual a 14%.

Com base na Figura 3.6, verifica-se que no ensaio com solo ndo estéril ocorre um
decréscimo gradual e continuo da concentracdao do contaminante, confirmando que a
degradacédo do benzeno é efectuada pela accdo dos microrganismos indigenas no solo. No
entanto, no solo estéril a concentracao do benzeno na fase gasosa do solo sofreu pequenas
oscilacbes da concentracdo ao longo do tempo, mantendo-se aproximadamente igual a 12
mg L™. Nos dois ensaios verifica-se que nas primeiras 40 h, a concentracdo do benzeno
sofreu oscilagBes, devido a sua distribuicdo pelas diferentes fases do solo (gasosa, aquosa

e solida).
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Figura 3. 6. Comparacao entre um ensaio estéril e um nao estéril, com um nivel de contaminacé&o no

solo de 100 mg kg™.

Na Figura 3.7, esta representado um ensaio com solo estéril com 24% de MO e um

nivel de contaminacdo igual a 10 mg kg™® de benzeno. Este ensaio tinha como objectivo

identificar a concentragdo do contaminante na fase gasosa do solo (Cys) que esta em

equilibrio com o solo que apresenta um nivel de contaminagéo idéntico ao limite legal. Esta

Cyas foi utilizada para indicar o momento em que, o benzeno atingiu o valor legal no solo.
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Figura 3. 7. Evolucdo da degradacéo do benzeno, no solo estéril, para 24% de MO.

A Figura 3.7 ilustra a monitorizacdo de um ensaio estéril, em que ocorrem pequenas

variagbes da concentracdo de benzeno na fase gasosa do solo. Este facto, deve-se a

adsorcao do contaminante no solo. Contudo, a partir das 120 h considerou-se que o sistema

estabilizou, assumindo esse valor como o indicativo do final dos ensaios de biorremediacéo

(0,3 mg L™).

Na Figura 3.8, apresenta-se a monitorizacdo da remedia¢cdo de um solo com um teor

de MO igual a 24% e com niveis de concentracdo entre os 96 e 173 mg kg™. Estes niveis de
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concentracdo advém do processo de EV, isto €, utilizou-se as concentracdes finais da EV
gue ndo chegaram aos limites impostos pela lei no processo de biorremediacdo. A linha
paralela ao eixo dos xx, indica a concentracéo do contaminante (0,3 mg L), para o qual o
solo é considerado descontaminado (Figura 3.7).
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Figura 3. 8. Resultados para diferentes concentracées com uma MO igual a 24%.

Analisando a Figura 3.8, verifica-se que ocorre um decréscimo gradual e continuo
dos niveis de benzeno na fase gasosa do solo confirmando a sua biorremediagdo. Este
facto, provou que os microrganismos sdo capazes de degradar o benzeno e que o tempo de

biorremediacéo é directamente proporcional & concentragdo do contaminante.

Na analise da Tabela 3.1, apresenta-se o tempo de biorremediagdo para 0s

diferentes teores de matéria organica e os respectivos niveis de contaminagdo do benzeno.

Tabela 3. 1. Registo da concentragéo e o tempo de biorremediacao.

Matéria Nivel de Tempo de
Orgéanica contaminalgéo biorremediacéo

(%) (mg kg™) (h)
70 121

14 90 306
120 742
96 241
110 263

24
135 312
173 671

Através da Tabela 3.1, verifica-se que o tempo de biorremediacdo aumenta com o

nivel de contaminacdo do benzeno. Comparativamente ao teor de MO de 14 e 24%,
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nomeadamente para os intervalos de concentragéo de 90-96 e 120-135 mg kg™, verifica-se
gue o tempo de biorremediacdo é inversamente proporcional ao teor de matéria organica,
visto que, um solo com maior quantidade de MO apresenta uma maior comunidade de

microrganismos, logo uma maior capacidade degradativa.

3.2.2. Tolueno

Com base nos ensaios anteriormente realizados com a EV [64], verificou-se que
somente em solos com 24% de MO néo foi possivel atingir os niveis de contaminacao
admissiveis por lei (100 mg kg™), isto porque, para o teor de MO igual a 14% a EV removeu
0 contaminante até ao valor imposto por lei. Ja para o teor 24% de MO, o0 contaminante nao
foi removido e por isso, utilizou-se essas concentracdes finais no processo de

biorremediacao.

A Figura 3.9, representa um ensaio com solo estéril contaminado com 100 mg kg™,
para 24% de MO, de modo a encontrar o valor da concentracdo de tolueno na fase gasosa
do solo, que estd em equilibrio com o valor correspondente ao limite legal e que possa
posteriormente ser usado como indicativo do momento em que, o solo se encontra

descontaminado.
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Figura 3. 9. Evolucao da degradagéo do tolueno, no solo estéril, para 24% de MO.

A Figura 3.9 mostra que a partir das 80 h o sistema atingiu o equilibrio, assumindo o
valor obtido da concentracéo de tolueno na fase gasosa do solo, como o indicativo do final

da biorremediacéo (3,3 mg L™).
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Na Figura 3.10, apresenta-se a monitorizacdo da biorremediacéo de solos utilizando
quatro niveis de contaminac&o 319, 336, 361 e 392 mg kg™, em que a linha paralela ao eixo
dos xx representa a concentracdo do contaminante (3,3 mg L) para o qual, o solo é
considerado descontaminado. Estes niveis de concentragdo advém do processo de EV, isto
é, utilizou-se as concentracdes finais da EV que ndo chegaram aos limites impostos pela lei.

40,0 +ome+ 392 mg kg-1
—+— 361 mg kg-1

— 30,0 ==-s=-336 mg kg-1
o —+— 319 mg kg-1
o
E 20,0 -
(2]}
N
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Figura 3. 10. Monitoriza¢éo da biorremediacéo para solos com 24% de MO, contaminados com

tolueno.

Na Figura 3.10, estdo apresentados os valores da biorremediagdo. A partir
sensivelmente das 150-200 h, ocorre um decréscimo gradual e continuo dos niveis de
tolueno confirmando a biorremediacdo do contaminante, podendo-se concluir que: a) os
microrganismos possuem a capacidade de degradar o tolueno e b) o tempo de

biodegradacao é directamente proporcional ao nivel de contaminagéo.

Na Tabela 3.2 regista-se para os quatro niveis de contaminagéo de tolueno no solo e

o tempo total de biorremediacao.

Tabela 3. 2. Registo da concentracéo e o tempo de biorremediacéo.

Matéria Nivel de Tempo de
Organica contaminalgéo biorremediacéo
(%) (mg kg ) (h)
319 387
o 361 691
336 766
392 1604
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Na analise da Tabela 3.2, verifica-se que o tempo de biorremediagdo aumenta com o
nivel de concentracdo do tolueno, demonstrando a capacidade de degradacédo por parte dos
microrganismos. Concluindo-se que, como no caso dos ensaios com tolueno, o tempo de

biorremediacao é directamente proporcional ao nivel de contaminagéo presente no solo.

A Figura 3.11 apresenta a comparagéo entre 0 ensaio realizado com solo estéril e um
solo ndo estéril, contaminados com uma concentracao inicial de 319 mg kg™ de tolueno com

um teor de MO igual a 24%.
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Figura 3. 11. Comparac¢éo entre uma coluna estéril e outra contaminada.

Na andlise da Figura 3.11, verifica-se que no ensaio ndo estéril ao contrario do solo
estéril, ocorreu um decréscimo na concentracdo do contaminante, confirmando a
degradacédo do contaminante por ac¢do dos microrganismos indigenas no solo. Este tipo de
teste demonstra que a biorremediacdo é realizada especialmente pelos microrganismos

(bactérias e fungos).

3.2.3. Etilbenzeno

No caso do etilbenzeno, a biorremediacgéo foi realizada em solos com teores de MO
de 14 e 24% e niveis de contaminacdo acima dos 150 mg kg™. Como no caso do
etilbenzeno, o limite legal é de 100 mg kg™ (baseado na lei espanhola) e, seguindo 0 mesmo
critério, abaixo daquele limite considerou-se que o solo estava descontaminado, nos casos
da concentracéo entre 100 e 150 mg kg™ o prosseguimento do processo de EV torna-se
uma solu¢do mais préatica e sem necessidade de alterar a tecnologia. Nos casos onde o

nivel de contaminagao fosse superior a 150 mg kg™ aplicou-se a biorremediacao.
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A Figura 3.12 representa um ensaio com solo estéril contaminado com 100 mg kg™,
para 14% de MO. Neste tipo de ensaio, pretendeu-se, como nos casos anteriores, identificar
a concentragéo do contaminante na fase gasosa do solo (Cgss) que esta em equilibrio com o

solo que apresenta um nivel de contaminacao idéntico ao limite legal.
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Figura 3. 12. Ensaio com solo estéril, com 14% de MO.

A Figura 3.12 representa a monitorizagdo de um ensaio estéril. A partir das 200 h
considerou-se que o sistema atingiu o equilibrio, assumindo esse valor da concentracdo de
etilbenzeno na fase gasosa do solo como o valor (5,7 mg L) indicativo do final da
biorremediacao.

Apoés o ensaio com solo estéril, procedeu-se a ensaios de biorremediacdo no solo
com o teor de MO de 14% apresentando dois niveis de contaminag&o: 235 mg kg™ e 335 mg
kg™. Na Figura 3.13, apresenta-se a monitorizacdo da biorremediacdo de solos, em que a
linha paralela ao eixo dos xx representa a concentragéo do contaminante (5,7 mg L™), para

0 qual, o solo é considerado descontaminado.
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Figura 3. 13. Monitorizacdo da biorremediacéo para solos com 14% de MO
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Da analise da Figura 3.13 é possivel concluir que 0s microrganismos possuem a

capacidade de degradar o etilbenzeno e o tempo de biodegradagcdo esta directamente

proporcional a concentragdo do contaminante.

A Figura 3.14 representa a monitorizagdo de um ensaio estéril com um néo estéril,

para um nivel de concentrac&o igual a 100 mg kg™ e um teor de MO igual a 14%.
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14. Comparacédo entre uma coluna nao-estéril e uma estéril.

Na Figura 3.14, verifica-se que ocorre um decréscimo da concentracdo do

contaminante no ensaio com solo néo estéril, confirmando que a degradacéo foi realizada

por ac¢do dos microrganismos autoctones no solo. No solo estéril a concentragdo de

etilbenzeno na fase gasosa do solo sofre apenas pequenas oscilagfes da concentracao.

A Figura 3.15 mostra os resultados obtidos no ensaio com solo estéril contaminado

com 100 mg kg™*, para 24% de MO. Este ensaio, pretende indicar o valor limite legal da

concentrac@o do contaminante no solo, quando este atinge o equilibrio.
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Figura 3. 15. Ensaio com solo estéril, com 24% de MO e contaminado com 100 mg kg™.
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Ao fim de 150 h a concentragéo do contaminante na fase gasosa do solo estabilizou
no valor de 4,2 mg L™. De acordo com o procedimento seguido nos testes anteriores, este

foi considerado como valor indicativo para o final da biorremediacao.

Para o etilbenzeno, realizou-se a monitorizacdo da biorremediacdo do solo com 24%
de MO contaminado com quatro niveis de contaminacéo 154, 438, 591 e 744 mg kg™, estas
concentracdes advém do processo de EV [64]. Na Figura 3.16, apresenta-se a
monitorizacdo da biorremediacdo de solos, em que a linha paralela ao eixo dos xx
representa a concentracdo do contaminante (4,2 mg L™), para o qual, o solo é considerado

descontaminado.
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Figura 3. 16. Monitorizagdo da biorremediag&o para solos com 24% de MO, contaminados com

etilbenzeno.

A Figura 3.16, ilustra a monitorizacdo da biorremediacdo efectuada nos Vvarios
ensaios com solo contendo 24% de MO e no qual se verifica que 0s microrganismos nativos
do solo sdo incapazes de biodegradar o etilbenzeno, para concentragdes superiores a 154
mg kg™. Concluindo-se assim que o0s niveis de concentracdo usados neste ensaio eram
bastante elevados, originando um ambiente téxico que porventura levou a inibicao da

degradacéo do etilbenzeno.
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Na Tabela 3.3 registam-se os resultados para os quatro niveis de contaminacdo do

etilbenzeno no solo e o tempo total de biorremediagéo.

Tabela 3. 3 Registo da concentracéo e o tempo de biorremediacéo.

Matéria Nivel de Tempo de
Organica contaminalc;éo biorremediacéao
(%) (mg kg ) (h)
14 235 1100
335 1315
154 140
24 438 NA
591 NA
744 NA

NA — Limite legal ndo atingido

Com base na Tabela 3.3, verifica-se que para o teor de MO igual a 14% o tempo de
biorremediacdo aumenta com o nivel de concentracao do etilbenzeno. No entanto, para o
teor de MO igual a 24% o ensaio de biorremediacéo n&o foi terminado, devido ao nivel de
concentracdo de etilbenzeno elevado, causando possivelmente a inibicdo dos

microrganismos.
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4.Conclusao
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Na analise dos ensaios de biorremediacao efectuados em solos com um teor de MO

de 14% e 24% contaminados com benzeno, tolueno ou etilbenzeno, pode-se concluir que:

- Os microrganismos autoctones sdo capazes de degradar as diferentes
concentra¢des dos contaminantes. Porém, no caso do solo com um teor de MO igual a 24%
e contaminado com concentragbes de etilbenzeno acima de 154 mg kg™, o ambiente torna-
se téxico para os microrganismos e, possivelmente levou a inibicdo da degradacdo dos

contaminantes;

7 BN

- O tempo de biodegradacdo € directamente proporcional a concentracdo da

contaminacéo do solo;

- Comparando os solos com teores de humidade de 14% e 24% contaminados com
benzeno, conclui-se que nos solos com maior teor de MO a biorremediagdo € mais eficiente,

devido provavelmente a um maior nimero de microrganismos no solo;

- A biorremediacdo € um método eficiente no tratamento de solos contaminados
separadamente com benzeno, tolueno ou etilbenzeno, todavia a biorremediacdo é um

processo lento e para concentragdes elevadas a eficiéncia da biorremediagdo decresce.
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5. Sugestoes futuras
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No presente trabalho de biorremediacédo de solos comprovou a aplicabilidade do
processo na degradacdo dos hidrocarbonetos arométicos (BTEX). Assim, de forma a

aprimorar e complementar o trabalho, sugerem-se algumas propostas, tais como:
o O processo de biorremediacédo poderia ser melhorado através do arejamento do solo.

o Antes da execucdo do trabalho deveriam analisar-se alguns parametros, tais como:
pH , concentracdo de nutrientes no solo (azoto e fésforo) — visto que influenciam

decisivamente o desenvolvimento dos microrganismos.

o Verificar quais as espécies predominantes de microrganismos nativos do solo e a

sua quantidade.

o A biorremediacdo foi eficiente na degradacdo dos hidrocarbonetos aromaticos.
Porém, este mesmo método poderia ser aplicado no tratamento de solos
contaminados por outros contaminantes. Pesticidas, metais pesados ou ainda

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAH’s) sdo hip6teses interessantes.

o No trabalho em causa, utilizaram-se microrganismos nativos do solo. Todavia, em
trabalhos futuros, poderiam ser aplicadas bactérias especificas do contaminante ou
mesmo fungos. Posteriormente, seria interessante comparar 0S Vvarios
microrganismos e verificar qual das espécies seria mais eficiente na degradacéo dos

contaminantes.
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Anexos A - Preparacgéo das colunas

No presente Anexo A, sao apresentados os principais calculos para a constituicdo
dos ensaios em coluna. Para a sua preparacdo, foi necessario ter em atencdo alguns
aspectos como a MO do solo, a quantidade de solo humico a colocar na coluna, o volume
de agua a adicionar, entre outros factores. Salienta-se que os calculos a seguir descritos
foram exemplificados para 14% de MO, utilizando o benzeno como contaminante. Os

calculos realizados para os restantes contaminantes sao idénticos.

A.1l. Exemplo de célculo da quantidade de terra para uma coluna de benzeno, com
uma percentagem de MO igual a 14%

m, % %mo, = mo, < 1500 x 0,14 =210 ¢ equacao (A1)
m_ = % = Ei_'i =500g equacéo (A.2)
m, =m,—m_= 1500 - 500 = 1000 g equacao (A3)

Sendo que: m,- Massa de areia; mo. — Massa de solo rico em matéria organica pretendida
nos ensaios de coluna; mg - Massa de solo; m; - Massa total com solo e areia; %mo; -

Percentagem de matéria organica total; %mos - Percentagem de matéria organica no solo.
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A.2. Exemplo de célculo do teor de humidade

Observacbes

O célculo do teor da humidade, para os trés contaminantes, foi considerado a partir da literatura. A
percentagem de humidade Optima estipulada € 20%. Apés um periodo na estufa, mediu-se a
percentagem de agua no solo através de uma balanca de humidades (Kern, modelo MLS 50-3 IR)
e, posteriormente, calculou-se a quantidade de &gua necesséria a adicionar, para obter os
desejados 20%, como se pode observar nos proximos calculos.

e Por exemplo, para um teor de humidade no solo igual a 18% (obtido na balanca de

humidades) e MO igual a 24%, calcula-se o volume de agua a adicionar ao solo.

Mjzya = M, X teor de humidade no solo < mg.,, = 857 x 0,18 = 1543g equacdo (A 4)

1343

Yoa, = ngt”' %100 = 00 % 100 = 10,28%; equacdo (A5)
Ygpretendida = 20 — 10,28 = 9,72% de H,0 equacdo (A 6)
%h = m:i‘l11 = 0,0972 = #j‘;_m = 0,0972 x (1500 + m,,,) = m,,, & equacdo (A7)
= 1458 +0,0972 X My =My, =
= 1458 = m,,, — 0,0972 m,,, =
145,8 161,5 .
= Mam = 100972~ 1,000 cob? Mham
Miya = My — My, = 161,5 - 15 = 1465 mL;.,,, equacdo (A8)

Sendo que: Mgy, - Massa de agua; ms - Massa de solo; %h - Percentagem de humidade
pretendida na coluna; m, - Massa total com solo e areia; m,, - Massa de agua e de meio
mineral; m,, - Massa de meio mineral; %a; — percentagem de agua no solo hdmico (solo mais

areia).
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A.3. Exemplo de calculo do volume de benzeno, para uma concentracdo de 70 mg kg
1

¢ Quantidade total de contaminante, a colocar na coluna
Considerando que: 70 mg kg™ esta para 1 kg de solo

X 70%1500x10 " -
mt, = +——om= &5 m=105mg equacao (A.9)
1 1 -

A adicdo do contaminante foi realizada em quatro zonas da coluna, de modo a que a

dispersdo fosse homogénea. A massa total de benzeno foi dividida pelas quatro zonas, de
igual modo.

m, =2 =2 953 mg equacéo (A.10)

e Volume a colocar em cada zona da coluna:

m, _ 263=107°F

v, = —=———= 10,0299 mL % 30,0 pL equacdo (A 11)
P 0,87653 : :

Sendo que: m, - Massa do contaminante; m. - Massa de contaminante por camada na
coluna; m; - Massa total com solo e areia; m,, — Massa total de contaminante a colocar na

coluna; p - Massa volumica do contaminante; v, — Volume de contaminante a colocar na
coluna por camada.
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A.4. Registo das massas de terra, de areia, a quantidade de agua e o volume dos

diferentes contaminantes

Nas Tabelas (A.1 a A.8), estdo registadas as quantidades de solo e areia colocadas
na coluna, a massa de agua a adicionar e o volume de contaminante, variando a
percentagem de MO (14% e 24%) e a concentragdo do contaminante. Inicialmente expde-se
os dados relativos dos ensaios estéreis (Tabelas A.1 e A.2). A Tabela A.3 apresenta 0s
valores utilizados na construcdo das colunas para 0s ensaios de comparacao entre o solo
estéril e ndo estéril e as seguintes referem-se aos ensaios com os trés contaminantes, em

diferentes niveis de contaminacao.

A.4.1. Colunas estéreis

Nas Tabelas A.1 e A.2, estdo registados os principais valores para as colunas
estéreis, com um teor de MO de 14 e 24% nos trés contaminantes. Através do processo de
EV foi possivel a remocao completa de tolueno para 14% de MO, sendo apenas realizado o
ensaio estéril com 24% de MO. Para o benzeno e o etilbenzeno foram realizados os dois
ensaios estéreis, com os dados abaixo indicados. A Tabela A.3 apresenta os valores usados

na construcdo das colunas nos ensaios da comparacédo entre o solo estéril e ndo estéril.

Tabela A. 1. Registo dos valores para a construgao das colunas estéreis, com uma percentagem de
MO igual a 14%.

Volume do
contaminante
por camada (pL)

Quantidade Quantidade Volume de

. z -1
Contaminante  Cgas (mg kg ) de solo (g) de areia(g) é&gua (mL)

Benzeno 10 500 1000 360 4.3
Tolueno - - - - -
Etilbenzeno 100 500 1000 173 43,3

Tabela A. 2. Registo dos valores para a construcdo das colunas estéreis, com uma percentagem de
MO igual a 24%.

Volume do
contaminante
por camada (pL)

Quantidade Quantidade Volume de

. z -1
Contaminante  Cgas (mg kg) de solo (g) de areia(g) agua (mL)

Benzeno 10 360 43
Tolueno 100 857 643 135 43,3
Etilbenzeno 100 147 43,3
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Tabela A. 3. Registo dos valores para a construgdo das colunas dos ensaios estéreis e ndo estéreis.

Teor de Volume Volume do
matéria . Cgas Quantidade Quantidade . contaminante
a Contaminante 1 . de 4gua
orgénica (mg kg™) de solo (9) de areia () (mL) por camada
(%) (uL)
Benzeno 100 360 42,8
14 500 1000
Etilbenzeno 100 173 43,3
24 Tolueno 319 857 643 135 138,0

A.4.2. Benzeno

Os ensaios com benzeno foram realizados com os mesmos teores de MO que o0s

utilizados nos ensaios estéreis. Os resultados estao registados nas Tabelas A.4 e A.5.

Tabela A. 4. Registo dos valores para os ensaios de benzeno para diferentes niveis de concentracéo

e 14% MO.
Cgaés (Mg kg-l) Quantidade Quanti_dade \{olume de Volume do contaminante
de solo (g9) de areia (g) agua (mL) por camada (uL)
70 30,0
90 500 1000 360 38,5
120 51,3

Tabela A. 5. Registo dos valores para os ensaios de benzeno para diferentes niveis de concentragédo

e 24% MO.
Cgas (mg kg™) Quantidade Quantidade Volume de Volume do contaminante
9 9 %9 de solo (g) de areia () agua (mL) por camada (uL)
96 41,0
110 47,1
857 643 360
135 57,8
173 74,0
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A.4.3. Tolueno

Os ensaios com tolueno foram realizados apenas com 24% MO e est&o registados na
Tabela A.6.

Tabela A. 6. Registo dos valores para os ensaios de tolueno para diferentes niveis de concentracéo e
24% MO.

Cgas (mg k -1) Quantidade Quantidade Volume de Volume do contaminante
9 9 kg de solo (9) de areia () agua (mL) por camada (uL)
319 138,0
336 145,3
857 643 135
361 156,2
392 169,6

A.4.4. Etilbenzeno

O etilbenzeno foi o Ultimo contaminante a ser estudado. Estes ensaios foram
realizados com os mesmos teores de MO aos utilizados nos ensaios estéreis. Os resultados

estdo registados na Tabela A.7 e A.8.

Tabela A. 7. Registo dos valores para os ensaios de etilbenzeno para diferentes niveis de

concentracdo e 14% MO.

Volume do

Quantidade Quantidade de Volume de .
contaminante por

Cgas (mg kg™

de solo (g) areia (g) agua (mL) camada (uL)
235 101,7
335 500 1000 173 145,0
379 164,0

Tabela A. 8. Registo dos valores para os ensaios de etilbenzeno para diferentes niveis de

concentracdo e 24% MO.

Volume do

Quantidade de Quantidade de  Volume de .
contaminante por

Cgas (mg kg™)

solo (g) areia (9) agua (mL) camada (uL)
154 126 66,7
438 178 189,6
857 643
591 101 255,8
744 178 322,0
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Anexo B — Registo dos volumes, das massas e da concentracao para as
curvas de calibragcéo

No presente Anexo B, apresentam-se os exemplos de calculos para a massa e para
a concentracdo do benzeno utilizando um volume de contaminante de 0,2 uL. Salienta-se
que esta mesma metodologia foi seguida nos restantes ensaios, para 0 tolueno e o
etilbenzeno. Ainda no presente Anexo B, apresentam-se os registos dos volumes, da massa
de contaminantes, da area total e da concentracdo do contaminante.

Para a realiza¢cdo dos célculos, utilizou-se um volume de injeccdo no cromatégrafo de
0,5 mL e um volume da ampola de 249,3 mL. A area total foi obtida através do software
associado ao cromatégrafo e os volumes de contaminagdo para a curva de calibragéo,
foram determinados de modo a que a concentracdo do contaminante se situasse dentro da
gama de estudo pretendida.

o Exemplo de calculo da massa (g), para o volume de contaminante igual a 0,2 pL
Sabendo que: 0,2 pL = 2x10™* mL

M=V X p & mee=2x107% x0,8765 = 1,75 % 107 %g equacéo (B.1)

o Célculo da concentragdo do contaminante (mg L), num volume de 0,2 pL

_ 1753x107% g 1ml (‘.UI-E-E- mg
Ve 24,3 ml 107=L

2) = GJ?G% equacio (B.2)

1g /

Em que: Cys - Concentragdo do contaminante na fase gasosa; p - Massa voliumica do

contaminante; v, - Volume de contaminante colocado na ampola; v,- Volume da ampola.
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B.1. Benzeno

No subcapitulo do benzeno, apresenta-se registado na Tabela B.1 o volume de

contaminacado, a massa de contaminante, a concentracéo e a area total no cromatografo.

Tabela B. 1. Registo da massa, concentracdo e area total, utilizando diferentes volumes de

contaminagéo.

Volume de L B <
contaminacéo (uL) Massa (g) Cgas (mg L™ Area Total
Branco 0 0 7,80 x10°
0,2 1,75 x10™ 0,7 1,52 x10°
0,5 4,38 x10™ 1,8 3,56 x10°
1 8,77 x10™ 3,5 6,61 x10°
2 1,75 x10® 7,0 1,41 x10’
4 3,51 x107 14,1 2,53 x10’
5 4,38 x10°® 17,6 3,08 x10’
6 5,26 x10° 21,1 3,76 x10’
10 8,77 x107 35,2 6,41 x10’

B.2. Tolueno

No tolueno apresenta-se registado na Tabela B.2 o volume de contaminacdo, a

massa de contaminante, a concentracao e a area total.

Tabela B. 2. Registo da massa, concentracdo e &rea total, utilizando diferentes volumes de

contaminagao.

Volume de

contaminaco (uL) Massa (g) Cgas (mg L™ Area Total
Branco 0 0 3,92x10°

1 8,67x10™ 3,48 8,77x10°

3 2,60x107 10,4 2,50x10’

5 4,33x107° 17,4 4,20x10’
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B.3. Etilbenzeno

No etilbenzeno, apresenta-se registado na Tabela B.3 o volume de contaminacéo, a

massa de contaminante, a concentracao e a area total.

Tabela B. 3. Registo da massa, concentracao e area total, utilizando diferentes volumes de

contaminagéo.

Volume de

contaminacéo (uL) Massa (9) Cgas (mg L™ Area Total
Branco 0 0 6,16 x10*

0,5 4,33 x10™ 1,7 3,36 x10°

1 8,67 x10™ 3,5 6,74 x10°

2 1,73 x10° 7,0 1,27 x10’

5 4,33 x10° 17,4 3,18 x10’

6 5,20 x10° 20,9 3,84 x10’
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Anexo C — Tempo de biorremediacao e respectiva concentracao

No Anexo C vem referenciado o tempo e a concentracdo para os trés contaminantes

(benzeno, tolueno e etilbenzeno).

C.1. Benzeno

O primeiro contaminante a ser analisado foi o benzeno, sendo registado o tempo de
biorremediacdo e a concentracdo para os varios ensaios. A Tabela C.1 corresponde ao
ensaio de solo estéril contaminado com uma concentracéo inicial de 10 mg kg™ e utilizando
como teor de MO um valor igual a 14%. Na Tabela C.2, Tabela C.3 e Tabela C.4,
encontram-se registados o tempo e a concentracéo de benzeno para um teor de MO igual a
14% e niveis de contaminac&o igual a 70, 90 e 120 mg kg™, respectivamente. A Tabela C.5
apresenta os ensaios de solo estéril e ndo estéril, com uma percentagem de MO de 14% e
uma concentracdo inicial de contaminante de 100 mg kg™ (usada nos dois ensaios). A
Tabela C.6 apresenta o ensaio de solo estéril para um teor de MO igual a 24%, contaminado
com uma concentracdo inicial de 10 mg kg™. Relativamente as Tabelas C.7, C.8, C.9 e C.10,
estas referem-se aos ensaios com um teor de MO de 24% e niveis de contaminacao iguais

a 96, 110, 135 e 173 mg kg™, respectivamente.

Tabela C. 1. Registo do tempo e da concentracdo para um ensaio de solo estéril, de nivel de

contaminante de valor 10 mg kg™

Te(rkr]l)p ° Cgas (mg L™
20 1,7
26 0,8
43 0,6
49 0,5
68 0,7
93 0,6

Tabela C. 2. Registo do tempo e da concentracdo final, num ensaio de benzeno com concentracéo

inicial de 70 mg kg™.

Tempo (h) Cgas (mg L™

6 59
26 3,1
30 57
121 0,4
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Tabela C. 3. Registo do tempo e da concentracao final, num ensaio de benzeno com concentracéo

inicial de 90 mg kg'l.

Tempo (h) Cgas (mg L™

17 8,3
24 9,0
41 8,6
48 8,6
65 7,3
90 6,6
143 6,4
167 54
185 4,5
192 3,8
213 2,6
234 13
306 -0,1

Tabela C. 4. Registo do tempo e da concentracao final, num ensaio de benzeno com concentracédo
inicial de 120 mg kg™

Te(r;:)p ° Cgas (mg L™
5 14,0
29 10,5

215 10,9
334 14,1
359 11,9
384 8,3
455 8,2
503 6,1
527 5,8
551 5,8
624 2,3
646 2,3
670 1,7
694 1,4
718 1,2
742 0,3
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Tabela C. 5. Registo do tempo e da concentracdo para o ensaio de solo estéril e ndo estéril com

concentraco inicial igual a 100 mg kg™,

Estéril Nao estéril
Tempo (h) Cgas (mgL™) | Tempo(h) Cgas (mgL™

18 12,2 17 8,3
42 12,3 24 9,0
66 11,1 41 8,6
139 11,8 48 8,6
144 12,4 65 7,3
162 12,2 90 6,6
168 12,9 138 5,8
186 12,5 143 6,4
193 11,9 161 51
214 12,5 167 5,4

185 4,5

192 3,8

213 2,6

234 1,3

Tabela C. 6. Registo do tempo e da concentracdo para um ensaio de solo estéril de nivel de

contaminante de valor 10 mg kg'l.

Tempo (h)  Cgas (mg L™

25 0,7
30 0,7
49 0,5
73 0,3
120 0,3
25 0,7

Tabela C. 7. Registo do tempo e da concentracéo final, num ensaio de benzeno com concentragédo

inicial de 96 mg kg™.

Tempo (h)  Cgas (mg L™

18 6,8
24 7,9
92 7,2
115 52
163 3,5
212 1,6
236 0,7
241 0,0
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Tabela C. 8. Registo do tempo e da concentracao final, num ensaio de benzeno com concentracéo
inicial de 110 mg kg™

Tempo (h)  Cgas (mg L™

3 10,0
70 7,4
118 6,4
167 6,4
241 0,5
263 0,0

Tabela C. 9. Registo do tempo e da concentragéo final, num ensaio de benzeno com concentragéo
inicial de 135 mg kg™

Tempo (h)  Cgas (mg L™

5 13,9
24 13,4
96 8,9
144 8,7
168 8,5
192 9,0
265 3,0
288 1,0
312 0,0

Tabela C. 10. Registo do tempo e da concentragdo final, num ensaio de benzeno com concentragéo
inicial de 173 mg kg™

Tempo (h) Cgas (mg L™

3 12,5
76 9,8
94 9,5
167 10,2
310 10,8
336 8,8
407 6,7
455 51
479 4,6
503 3,5
576 2,0
598 1,2
622 0,9
647 0,6
671 0,0
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C.2. Tolueno

O tolueno foi 0 segundo contaminante a ser analisado. De seguida apresentam-se 0s
registos do tempo de biorremediac@o e da concentragdo final nos véarios ensaios. A Tabela
C.11 apresenta os valores relativos ao ensaio de solo estéril com uma percentagem de MO
de 24% e uma concentracéo inicial de 100 mg kg™. Na Tabela C.12, Tabela C.13, Tabela
C.14 e Tabela C.15, estdo registados os tempos e concentragfes para 0S ensaios em que
se usou teores de MO igual a 24% e niveis de contaminacéo iguais a 319, 336, 361 e 392
mg kg, respectivamente. A Tabela C.16 refere-se aos ensaios de solo estéril e ndo estéril,
com uma percentagem de MO de 24%, no qual a concentragdo inicial do contaminante foi

319 mg kg™ para os dois ensaios.

Tabela C. 11. Registo do tempo e da concentracdo para um ensaio de solo estéril, de nivel de

contaminante de valor 100 mg kg™.

Tempo (h)  Cgéas (mg L™

24 4,0
52 3,7
73 3,3
99 3,4
169 3,2
193 3,3

Tabela C. 12. Registo do tempo e da concentracdo final, num ensaio de tolueno com concentracdo

inicial de 319 mg kg™

Tempo (h)  Cgas (mg L™

22 19,9
47 16,3
120 14,5
169 12,7
337 4,8
361 2,9
387 1,3
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Tabela C. 13. Registo do tempo e da concentracdo final, num ensaio de tolueno com concentracao

inicial de 336 mg kg'l.

Tempo (h)  Cgas (mg L™

18 29,8
43 24,6
93 22,2
117 22,5
139 21,0
163 19,9
187 18,6
259 17,3
283 17,3
307 16,4
331 15,7
355 14,7
430 9,1
475 7,9
523 6,8
595 4,5
643 3,6
691 2,2

Tabela C. 14. Registo do tempo e da concentracdo final, num ensaio de tolueno com concentracdo

inicial de 361 mg kg™

Tempo (h)  Cgas (mg L™

18 30,6
43 26,6
114 2555
138 22,7
162 21,0
186 20,0
258 17,3
282 18,4
306 17,5
330 17,3
354 16,9
429 13,2
474 10,0
522 9,7
594 7,2
642 6,6
690 6,6
766 2,4
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Tabela C. 15. Registo do tempo e da concentracao final, num ensaio de tolueno com concentracao

inicial de 392 mg kg'l.

Tempo (h) Cgas (mg L™)
18 36,0
91 25,6
117 26,4
138 24,0
162 22,7
186 21,9
258 19,6
283 20,1
306 19,9
330 19,3
354 18,9
430 15,7
522 15,9
594 15,9
642 15,6
766 13,4
810 13,3
834 12,1
930 9,9
954 10,4
978 11,1

1098 8,4
1122 8,0
1146 7,6
1175 6,8
1196 6,3
1268 5,8
1295 57
1316 4,7
1364 4,2
1436 4,3
1488 4,0
1512 3,7
1604 3,0

Tabela C. 16. Registo do tempo e da concentragdo para o ensaio de solo estéril e ndo estéril com

concentracao inicial igual a 319 mg kg'l.

Estéril N&o estéril
Tempo (h) Cgas(mgL™) | Tempo(h) Cgas(mglL™
69 13,2 47 16,3
93 12,5 120 14,5
121 11,9 144 15,5
141 10,3 169 12,7
170 10,2 337 4.8
285 9,3 361 2,9
333 8,7 387 1,3
405 9,7
432 10,0
454 10,3
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C.3. Etilbenzeno

A Tabela C.17 corresponde ao ensaio de solo estéril contaminado com uma
concentracao inicial de 100 mg kg™ de etilbenzeno, com um teor de MO igual a 14%. Na
Tabela C.18 e Tabela C.19, encontram-se registados os tempos e as concentracbes do
etilbenzeno para os ensaios com uma percentagem de MO igual a 14% e niveis de
contaminacdo igual a 235 mg kg’ e 335 mg kg®, respectivamente. Na Tabela C.20
apresentam-se 0s ensaios do solo estéril e ndo estéril, para uma percentagem de MO de
14%, em que a concentracéo inicial do contaminante para os dois ensaios foi de 100 mg kg’
! A Tabela C.21 refere-se a um ensaio com solo estéril para uma concentracéo inicial de
100 mg kg* em etilbenzeno e um teor de MO igual a 24%. Da Tabela C.22 a C.25,
encontram-se o0s valores para 0s ensaios correspondentes a um teor de MO de 24% e niveis

de contaminacéo igual a 154, 438, 591, 744 mg kg™, respectivamente.

Tabela C. 17. Registo do tempo e da concentracdo para um ensaio de solo estéril de nivel de

contaminante de valor 100 mg kg™

Tempo (h)  Cgéas (mg L™

20 6,9
44 7,0
116 59
164 59
212 57
284 5,7

Tabela C. 18. Registo do tempo e da concentracdo final, num ensaio de etilbenzeno com

concentracao inicial de 235 mg kg"l.

Tempo (h)  Cgéas (mg L™

21 10,8
45 9,8
117 7,9
165 7,7
284 7,6
308 7,4
428 7,5
477 7,4
596 7,3
692 7,3
764 6,8
860 6,6
932 6,1
980 6,1
1031 6,1
1100 5,2
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Tabela C. 19. Registo do tempo e da concentracdo final, num ensaio de etilbenzeno com

concentraco inicial de 335 mg kg™

Tempo (h)  Cgas (mg L™
22 12,6
46 12,1
117 10,1
165 9,7
213 9,5
333 9,5
380 9,2
477 8,8
596 8,9
692 8,1
812 7,6
860 7,6
932 7.4
979 7,5

1030 75
1100 7,3
1148 7,0
1244 6,5
1315 5,6

Tabela C. 20. Registo do tempo e da concentracdo para o ensaio de solo estéril e ndo estéril com

concentragao inicial igual a 100 mg kg™.

Tempo (h)

Cgas da coluna
estéril (mg L™)

Cgas da coluna ndo
estéril (mg L™

70
120
166
262
358
430

11
14
11
1,0
11
0,93

1,3

15

1,2
0,13
0,00
0,00
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Tabela C. 21. Registo do tempo e da concentracdo para um ensaio de solo estéril de nivel de

contaminante de valor 100 mg kg™.

Tempo (h)  Cgéas (mg L™

67 4,0
118 4,0
166 4,2
236 4,2

Tabela C. 22. Registo do tempo e da concentracdo final, num ensaio de etilbenzeno com

concentracao inicial de 154 mg kg™.

Tempo (h)  Cgéas (mg L™

44 4,8
92 41
140 3,7

Tabela C. 23. Registo do tempo e da concentracdo final, num ensaio de etilbenzeno com

concentragao inicial de 438 mg kg™

Tempo (h)  Cgas (mg L™

50 8,4
95 7,8
170 7,1
215 7,1
263 6,9
335 6,7
360 6,8
431 6,2
503 59
551 5,8
623 5,7
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Tabela C. 24. Registo do tempo e da concentracdo final, num ensaio de etilbenzeno com

concentracdo inicial de 491 mg kg™

Tempo (h)  Cgas (mg L™

26 11,9
96 9,0
168 7,9
408 7,1
503 7,1
551 7,1
599 7,2

Tabela C. 25. Registo do tempo e da concentracdo final, num ensaio de etilbenzeno com

concentracao inicial de 744 mg kg'l.

Tempo (h)  Cgas (mg L™

48 10,4
122 8,7
360 7,9
384 8,1
456 7,8
504 7,7
552 7,7
624 7,4
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Anexo D - Fichas de seguranca dos contaminantes

No presente Anexo D, estdo representadas as principais caracteristicas, riscos e

medidas preventivas para os trés contaminantes.

D. 1. Benzeno

I
MERCK

101792 Benzene

for gas chromatography SupraSolhviE

For general guestions please contact our
Customer Service:

Merchk KGah
Frankfurter Str. 250
64293 Darmstadt
Gemanmy

Phone: +49 6151 72-0
Fax: +49 6151 72 2000

27 September 2010

Product number Fackaging Size Price

1017921000 Glass botile 11 price on request

Prices are subject to change without notice.

Accessories
963389 Adapter with 540 thread, with level sensor for empiying Merc k sohlvents in bottles
964204 Display and alarm device for bottle level sensor

Product information

Hill Farmula CgHg

HS Code 2802 2000
EC numizar 200-T53-7
Malar mass 78.11 g/maod
EC index number &01-020-00-8
CAS number T1-43-2

Chemical and physical data

Ignition temperature 588 *C

Solubility 1.8g0i(20°C)
Melting point 55°C

Molar mass T8.11 gfmol
Density 0.88 glom® (20 °C)
Boiling point 801 °C

Vapor pressure 101 hiPa (20 °C)
Explosion limit 1.4 - B0 %V}
Flash point -11:C

iscosity kinematic 0.78 mm/s (20 °C)

Figura D. 1. Principais caracteristicas do benzeno [37].
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Safety information according to GHS

Hazard Statementis) H225: Highly flammable liguid and vapour.
H350. May cause cancer,
H340: May cause genetic defects

Precautonary Statement(s)

Signal Word
Hazard Pictogram(s)

RTECS
Storage class

Safety information

H372: Causes damage 1o organs through prolonged or repedted exposure,

H304: May be fatal f swallowed and enters dinways,

H319: Causes serious eye imritation.

H315: Causes skin imitation.

P201: Obtain special instructions before use.

P210: Keep away from heat/sparks/open lames/not surfaces. - No smoking.

P308 + P313: IF exposed or concemed: Get medical advice' attention.

P301 + P210: IF SWALLOWED: immediately call 3 POISCN CENTER or doctor! physician.
P331: Do NOT induce vomiting.

P305 + P351 + P328: IF IN EYES: Rinse cautously with water for several minutes. Remove contact
lenses, 4 present and easy o do, Continue rinsing.

P202 + P352. IF ON SKIN: Wash with plenty of soap and water.

Sanger

&

CY1400000
3 Flammable Liquids

WGK 2 highly water endangerng

9

Cartinogensc compounds and flammable compounds labelled "Highly toxic” or “Towc™ container F.
Allcy! sufates are carcinogenic: Take particular care to avoid inhalation and skin contact. To
nevtralize alkyl sulfates, add dropwise (from a dropping funnel) to concentrated ice-cool Ammonia
solution (Cat No. 105426) with vigorous stiming. Before placing in container D, check the pH with
pH Universal indicator strips (Cat.No. 109535).

RPhrase

S Phrase

Categories of danger
Hazard Symbol

R 45-46-11-36/38-48/23724/25-65

May cause cancer May cause berntable genetc damage. Highly fammable Irritating 0 eyes and
skin Also toic: danger of serious damage to health by prolonged exposure threugh inhalation, in
contact with siin and if swallowed Also harmful: may cause lung damage f swallowed

55345

Avoid exposare - obtain special instructions before use In case of accident or f you feel unwell,
seek medical advice mmediately (show the label where possible).

.Fhmrmue
.Tm

Figura D. 2. Riscos e medidas preventivas para o benzeno [37].
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D. 2. Tolueno
MERCK
|

108389 Toluene

for gas chromatography SupraSolv@

For general guestions please contact our
Customer Service:

Merck KGaA
Frankfurter Sir. 250
£4293 Darmstadt
Germany

Phone: +48 8151 72-0
Fax: +48 6151 72 2000

27 September 2010

Product number Packaging Size Price

1083891000 Glass bottle 11 price on request
1083892500 Glass botile 251 price on reguest
1083893040 Barrel stainl. st 101 price on request

Prices are subject to change without notice.

Accessories

108803 Drum key for opening and clesing containers with 2" and 3/4" screw caps

963389 Adapter with 540 thread, with level sensor for emplying Merc k solvents in botiles

964204 Display and alarm device for bottle level sensaor

112647 Antistatic device for earthing metzl containers when dispensing and filling with flammable soclvents

b Show all

Product information

Synonyms Toluzne, Methylbenzens
Hill Fermula C?HE

Chemical formula CgHgCHy

HS Code 2502 3000

EC numbsar 203-825-9

Molar mass 9214 g'mal

EC index number G01-021-00-3

CAS number 108-88-3

Chemical and physical data

Ignition temperaturs Bas=C
Solubility 052 g/l (20 °C)
Melting point -85 °C

Malar mass 9214 g'mal

Figura D. 3. Principais caracteristicas do tolueno [38].
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Density

pH value

Boiling point
Vapor pressure
Explosion limit
Flash point
Fefractive index
Viscosity kinematic

0.87 glem® (20 °C)
(H40) not applicable
1106 °C

29 hPa (20 °C)
12-8%MV)

7°C

1.4968 (20 *C)

0.7 mm?4is (20 °C)

Safety information according to GHS

Hazard Staternent{s)

Precautionary Statement(s)

Signal Word
Hazard Pictegram(s)

RTECS

Storage class
WGK

Disposal

Safety information

H225: Highly flammable liquid and vapour,

H304: May be fatal f swallowed and enters airways.

H381: Suspected of damaging fertility or the unbom child.

H373: May cause damage to organs through prolonged or repeated exposure.
H2315: Causes skin imitation.

H336: May cause drowsiness or dizziness.

P210; Keep away from heat'sparksiopen flameshof surfaces. - No smoking,

P01 + P30 IF SWALLOWED: Immediately call a POISON CENTER or doctor/ physician.
FP331: Do NOT induce vamiting.

P302 + PA52: IF ON SKIN: Wash with plenty of soap and water,

Danger

XS5250000
3 Flammabde Liguids
WGK 2 water endangering

.1
Strongly contaminated halogen-free organic solvents: container A.

R Phrase

S Phrase

Categonies of danger
Hazard Symbaol

R 11-38-48/20-83-85-67

Highly flammable.Irmitating to skon, Harmiul: danger of senous damage o health by prolonged
exposure through inhalabon Possible risk of harm to the unbomn child Hammful: may cause lung
damage if swallowed. Vapours may cause drowsiness and dizziness.,

5 3E/AT 4882

Wear suitable protective clothing and gloves If swallowed, seek medical advice immediately and
show this container or label f swallowed, do not induce vomiting: seek medical advice immediately
and show this container or label.

highly lammable, imtant, harmful, toxic for reproduction

Figura D. 4. Riscos e medidas preventivas para o tolueno [38].
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109635 Ethylbenzene

Bioremediagio de solos contaminados com compostos petroliferos

reference substance for gas chromatography

MERCK

-

For general guestions please contact our
Customer Service:

Merck KiGan
Frankfurter Sir. 250
64223 Darmstadt
Germany

Phone: +43 6151 72-0
Fax: +48 6151 72 2000

27 September 2010

Product number Packaging Size Price
1086350005 Glass baottle Sml price on request
Prices are subject to change without notice.
Product information
Hill Formula CBHHJ
Chemical formula CgHzCaHs
H3 Code 2902 60 00
EC number 202-849-4
Malar mass 106.16 gimo
C index number B801-023-00-4
CAS number 100-41-4
Chemical and physical data
Ignition temperature 430 *C
Solubilty 0.2.g/1{20°C)
Saturation concentration (air) 40 g."r"s (20 °C) Air
Melting paoint -35°C
Malar mass 108.16 g/mo

Density

Bailing point
Vapor pressure
Explosion limit

Flash point

0.87 glem® (20 °C)
136 *C {1013 hFa)
9.5 hPa (20 °C)
1.0- 7.8 %(V)
15°C

Safety information according to GHS

Hazard Statement(s)

H225: Highly flammable iguid and vapour.
H332: Harmful if inhaled.

Figura D. 5. Principais caracteristicas do etilbenzeno [39].
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Frecausionary Statement(s)
Signal Word
Hazard Pictogrami(s)

Storage class

Safety information

P210: Keep away from heat
Danger

3 Flammable Liquids
WGK 1 siightly water endangering
3

Relatively unreactive organic reagents should be coflected in container A. If halogenated, they
should be collected in container B. For solid residues use container C

R Phrase

S Phrase

Categones of danger
Hazard Symbol

R 11-20
Highly flammabie Harmful by inhalation.

S 16-24/25-29
Keep away from sources of ignition - No smoking.Avoid contact with skin and eyes.Do not empty
in%o drains,

highly lammable, harmful

. Flammable

Figura D. 6. Riscos e medidas preventivas para o etilbenzeno [39].

106



