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Resumo - Devido a solubilidade limitada do oxigénio na agua e em profundidades maiores do solo, fica dificil
a distribuicdo de grandes quantidades do elemento em meios subsuperficiais contaminados. Aceptores alternativos de
elétrons podem ser usados para a biorremediagdo em subsolo, como o nitrato, por varios tipos de bactérias anaerdbicas.
O oxigénio também pode ser quimicamente suprido através de peréxido de hidrogénio que além de aumentar os teores
de oxigénio, para oxidacdes bioldgicas, gera radicais hidroxilas que sdo importantes também nas reacfes abidticas de
degradacdo de hidrocarbonetos. Este trabalho tem como objetivo o tratamento de solos de subsuperficie, contaminados
com hidrocarbonetos de petroleo, através da aplicagéo de nitrato de potassio e perdxido de hidrogénio. A area escolhida
para tratamento estd inserida na extensdo territorial atingida pelo vazamento de petrdleo ocorrido em 16/07/2000 na
PETROBRAS/REPAR, Araucéria, Parana, Brasil. Foram analisados o nimero de bactérias e fungos heterotréficos e
hidrocarbonoclésticos, denitrificantes, pH, matéria organica, fertilidade, respiracdo e TPH do solo da profundidade de
10 a 50 cm. Foi observada a possibilidade de remediacéo de subsolos contaminados com os bioestimulantes escolhidos,
desde que sejam observadas e corrigidas as caracteristicas limitantes que dificultam a acdo dos microrganismos nos
processos de biodegradacgéo de hidrocarbonetos.
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Abstract - There are three key issues that should be addressed to achieve a successful bioremediation. It must
be determined whether the contaminant is biodegradable, whether the environment is habitable (presence of toxic
chemicals or sufficient life-sustaining growth factors), and what the rate limiting factor is and whether it can be
modified. Most bioremediation technologies have focused on the addition of oxygen to facilitate the biodegradation.
Because more energy is derived from aerobic respiration than other microbial processes, oxygen is the preferred
electron acceptor, if present. But, because of the limited solubility of oxygen in water, it is difficult to deliver large
quantities of dissolved oxygen to contaminated subsurfaces environments. Alternate electron acceptors can be used for
bioremediation in subsoil. A variety of oxy-anions can substitute for oxygen and allow microbial degradation of
organic contaminants. Practical alternate acceptors include nitrate, sulfate, and salts of iron Ill. Various types of
anaerobic bacteria exist in nature that can use these anaerobic electron acceptors. Oxygen as well can be chemically
supplied by hydrogen peroxide. This work includes the utilization of nitrate and hydrogen peroxide in contaminated
subsurface soils with petroleum hydrocarbon.
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1. Introducéo

O acidente ocorrido em 16 de julho de 2000 na Refinaria Presidente Getulio Vargas (REPAR), localizada em
Avraucéria/Parana, promoveu o vazamento de 4.000 m® de petréleo tipo Colombiano que percorreram em torno de 2 km
de areas internas da REPAR, que compreendem o arroio Saldanha. Para as areas atingidas pelo 6leo que ficou retido no
solo/subsolo, foram determinados estudos de remediacdo com processos de bioestimulagdo que compreendem a
utilizacdo de nitrato de potassio e peréxido de hidrogénio.

A biorremediacdo in-situ € um dos meios mais efetivos de biorremediacdo por ndo requerer excavagdes e
causar minima ruptura de atividade de superficie. Uma desvantagem da biorremediacdo in situ é o intervalo longo de
remediacdo devido a fatores como a heterogeneidade do contaminante, pobre transferéncia de massa, condi¢des
climaticas, concentracdo de nutrientes e muitas vezes disponibilidade limitada de aceptores de elétrons. A presenca de
oxigénio é de suma importancia para o processo de biodegradagdo (JOBSON et al., 1972). Um grande nimero de
compostos organicos pode ser rapidamente degradado sob condi¢Ges aerdbicas onde o oxigénio serve como aceptor de
elétron durante a biodegradacdo (SCHOCHER, 1991; MESTER, 1995). No entanto, em muitos sitios contaminados a
difusdo de oxigénio dentro dos solos é insuficiente para manter os niveis necessarios da atividade aerdbica para a
efetiva remediacdo. Na auséncia de oxigénio, a biodegradacdo pode ocorrer numa variedade de meios anaerdbicos que
incluem a denitrificagcdo (NO3; e NO,), redutores de sulfato (SO,), metanogénicos (CO, > CHy), redutores do ferro 11 e
manganés IV. Nitrato pode ser usado como oxidante para a mineralizacdo de hidrocarbonetos (HESS et al., 1996).
InjecBes de doadores e aceptores de elétrons tém sido sugeridas como um método para distribuir a biomassa com mais
efetividade para a biorremediacéo in situ. Bactérias denitrificantes sdo presentes nos solos e geralmente exibem extensa
capacidade metabolica. Nitrato (NO3z) é um anion altamente sol(vel em agua, que dispersa rapidamente em solos
Umidos, e serve como aceptor de elétron para biodegradagdo. Durante a biodegradacdo do contaminante, o nitrato é
reduzido através de uma série de passos para nitrito, oxido nitroso e entdo gas dinitrogénio, com a oxidagdo
concomitante do substrato carbonado (CAUWENBERGHE e ROOTE, 1998; ALEXANDER, 1999). Um grande
nimero de bactérias pode reduzir NOs” a NO,™ na auséncia de oxigénio. A maioria dos denitrificantes é heterotrofica e
comumente ocorrem nos solos, tais como Pseudomonas, Bacillus, Alcaligenes (GAMBLE et al., 1977). Importantes
determinantes da taxa de denitrificacdo no solo séo: disponibilidade de nitrato, suprimento de carbono metabolizavel,
umidade do solo, aeracdo do solo, pH e temperatura do solo (ALEXANDER, 1977 e PAUL e CLARK, 1989). A
capacidade de se realizar uma verdadeira denitrificacdo estd limitada a algumas bactérias aerdbicas e alguns
quimioautotréficos. A maioria dos denitrificantes cresce melhor com pH préximo da neutralidade (entre 6,0 e 8,0), 0s
processos sdo muito lentos com pH 5,0 e inexistentes abaixo de pH 4,0, embora em alguns solos ocorra a denitrificacéo
a valores de pH em torno de 4,7 (ALEXANDER, 1977). MIHELCIC e LUTHY (1988) investigaram a biodegradacéo
de naftaleno e acenaphteno em condi¢des de denitrificacdo. Eles encontraram que o material orgénico do solo pode
competir por nitrato e que a biodegradagdo dos compostos estudados depende da disponibilidade de nitrato. Em muitos
casos o peroxido de hidrogénio é utilizado para processos de biorremediacdo in situ sendo injetado no solo ou agua do
subsolo com a funcdo de elevar os niveis de oxigénio (para aumentar a atividade microbiana) e ou promover a
degradacéo de hidrocarbonetos através da reacdo que ocorre com Fe*?, gerando hidroxilradicais e outras espécies, tais
como, superdxidos e hidroperoxilradicais via hidroxilacdo (Equacdo 1) ou abstragdo do 4tomo de hidrogénio (Equacdo
2) conforme citado em BUYUKSONMEZ et al., (1998):

®0OH + R > ®ROH (1)
®0OH + RH, > ®RH + H,0 )

Estd documentado que tanto em solos autoclavados e ndo autoclavados, o ferro aparece como o melhor
processo para a decomposicdo do peroxido (EquacGes 3 a 7). Esta reacdo € conhecida como reacdo de Fenton
(Fenton’s reaction) sendo mostradas por WATTS et al. (1990) e SEDIAK et al. (1991) e PIGNATELLO (1992) ambos
citados por ZAPPI et al. (2000):

Fe?* +H,0, > Fe*" + HO + ®OH - radical hidroxil (3)
Fe’* + ®0H > Fe* + HO' (4)
Fe** +H,0, > Fe** +2H"+ 0, (5)
®0OH +H,0, = H,0 + ®HO, (H* + O,) - radical perhidroxil ou radical superéxido (6)
Fe** + ®HO, > Fe®* +0,+H" (7)

MILLER et al. (1996) trabalharam com reagente de Fenton e demonstraram que as eficiéncias superiores
foram associadas com solos contendo baixa quantidade de matéria organica e baixa capacidade de neutralizacdo de
acidos. A reacdo de Fenton é maximizada em pH’s acidos, devido o aumento da solubilidade de espécies reduzidas de
ferro Il que inicia a produgdo do radical. LEETHEM (2002) cita que o pH 6timo esta em torno de 3,0 a 4,5, baseando-
se na quimica do ferro. O perdxido de hidrogénio se decompde devido as reagdes de catalise do solo. Os solos contém
uma concentragdo natural de compostos organicos, ferro (como a goetita), niquel e cobre que catalisam esta reago
(MURPHY et al., 1989; LAWES citado por COOKSON, 1995) conhecida como reagdo de Fenton modificada. O
peroxido de hidrogénio pode ser usado em concentracdes que variam de 100 a 500 mg/l de acordo com o tipo de solo,
utilizando-se de doses maiores para solos argilosos. Concentra¢Bes acima de 1200 a 2000 mg/l s&o consideradas
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toxicas (COOKSON, 1995). A toxicidade pode ser minimizada aplicando-se doses reduzidas de peréxido,
possivelmente 50 mg/l, e entdo aplicar de modo gradativo até atingir doses mais elevadas em torno de 1000 mg/I
(ALEXANDER, 1999). API (1995) cita quantidades eficientes para o uso de peréxido em torno de 100 mg/l (H,O, -
30%). O objetivo do trabalho desenvolvido na area atingida é avaliar o resultado da aplicacdo de bioestimulantes para a
biodegradacdo do contaminante através de analises de caracterizagdo e monitoramento. Para isto foram desenvolvidos
experimentos que visam estudar a acdo da aplicacdo de nitrato de potassio e perdxido de hidrogénio. Séo discutidos o
valor TPH, a biodegradagdo, o nimero de microrganismos heterotréficos, hidrocarbonoclasticos e denitrificantes e
caracteristicas quimicas, como o pH e teor de matéria organica.

2. Material e Métodos

2.1. Tubos Instalados

Para a aplicacdo das solugdes de nitrato de potéssio, peroxido de hidrogénio e controle (com agua), foram
instalados trés tubos na area contaminada (Figura 1). A instalacdo dos tubos consistiu da realizagdo do furo com trado
de didmetro de 25 cm, aplicacdo de bentonita como selagem de fundo, colocacéo do tubo, aplicacéo de areia lateral,
selagem com bentonita e finalizacdo superficial com areia. Foram construidas 08 fileiras longitudinais de furos (parte
interna ao solo) distanciadas entre si em 7,8 cm (para transferéncia da solucéo), com furos de 0,7 cm de didmetro e
distantes entre si em 3 cm, em tubos de PVC DN 50 com 20 cm de diametro. Para facilitar a distribuicdo das solucGes
ao perfil de solo foram instaladas 3 canaletas por tubo na posicdo perpendicular as tangentes do tubo com angulos
equidistantes entre si com as seguintes dimensdes: 8 x 60 x 60 cm. As canaletas foram construidas ap6s a primeira
etapa de aplicacdo das soluces.

Figura 1. Tubos para aplicagdo das solug¢des com detalhe das canaletas

2.2. Solucdes Aplicadas

A concentracdo da solucdo de nitrato foi de 315,6 mg/l de nitrato de potassio (KNQO3) conforme API (1995). A
concentracdo da solucéo de perdxido de hidrogénio (H,O,) foi de 500 mg/l (primeira e segunda etapas de aplicagdo) e
1000 mg/I (terceira etapa de aplicacdo), conforme ALEXANDER (1999). Foram realizadas trés etapas de aplicacéo das
solucbes. A primeira etapa de aplicacdo foi realizada ap6s a primeira amostragem, a segunda etapa de aplicacdo foi
realizada apds a segunda amostragem foi interrompida por uma semana para a realizacdo da terceira amostragem e se
estendeu até a quarta amostragem. A terceira etapa de aplicacéo foi iniciada apds a quarta etapa de amostragem.

2.3. Amostragem de Solo

As amostragens de solo foram realizadas com trado holandés (primeira e segunda amostragens) e trado calador
(terceira, quarta e quinta amostragens) na profundidade de 10 a 50 cm e considerando todo o perfil de solo (Figura 2).
Foram realizadas 05 campanhas de amostragem.

2.4. Andlises Realizadas

As anélises foram: respiracdo do solo (PETROBRAS - ME-6360 — 027), bactérias e fungos, heterotroficos e
hidrocarbonoclasticos, utilizando o meio de Martin (MENZIES, 1965), denitrificantes (TIEDJE, 1994), pH em agua e
cloreto de célcio (EMBRAPA, 1997), fertilidade (PAVAN et al., 1992) e as analises de TPH através da extracdo com
sulfato de sédio anidro ativado (como agente higroscépico) e diclorometano (como extrator dos hidrocarbonetos de
petroleo do solo) e a leitura realizada por cromatografia gasosa utilizando o cromatégrafo Hewlett Packard HP 6890
Series GC System. A quantificacdo dos TPH’s foi realizada através de integracdo do cromatograma pelo programa HP-
Chemstation. A andlise de textura do solo foi realizada por metodologia da EMBRAPA (1997) e a classificacdo textural
dos solos dos tubos foi realizada conforme OLEYNIK et al. (1989). A condutividade hidraulica foi obtida através do
relatério (FAURGS, 2000). As andlises quimicas e fisicas foram realizadas somente na primeira amostragem, a
quantificacdo de microrganismos na primeira e quinta amostragem e TPH e respirometria em todas as amostragens.
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Figura 2. Amostragem com trado holandés, solo utilizado para analise e amostragem com trado calador

3. Resultados

3.1. Quantidade de Bioestimulantes e Solugdes Aplicadas
Foram aplicadas as quantidades demonstradas na Tabela 1.

Tabela 1. Quantidades de Agua e Solucio

Tratamentos Bioestimulante So_lugéo Bioestimulante So_lugéo Bioestimulante So_lugéo

(ml) (litros) (ml) (litros) (ml) (litros)

Controle 0,0 569,9 0,0 1903,5 0,0 1957,5
Peréxido de hidrogénio 3286,2 633,7 3856,4 2578,5 7362,2 1917,0
Nitrato de potassio 2757,8 486,4 39244 1849,5 3746,0 2025,0

3.2. Fertilidade do Solo
Os resultados de fertilidade estdo demonstrados na Tabela 2. Foi realizada somente na primeira etapa de
amostragem como caracterizagéo.

Tabela 2. Fertilidade do solo

Tratamento pH Al H+Al  Ca**+Mg* ca* K* T P [& Vv
CaCl, SMP cmol./dm? mg/dm® g/dm® %

Controle 5,83 6,87 0,00 2,57 19,40 15,70 0,25 22,22 1,37 14,00 88,38
Peroxido 5,93 6,80 0,00 2,77 19,67 15,23 0,26 22,70 1,20 19,63 87,84
Nitrato 6,13 6,90 0,00 2,60 22,27 18,60 0,30 25,17 1,50 19,43 89,70

3.3. Textura e Condutividade Hidraulica
Foi encontrado o valor de condutividade hidraulica de 2,619 x 10 cm/s (FAURGS, 2000). O solo dos tubos é
classificado como franco argiloso, com uma distribuicéo de 32% de areia, 36% de silte e 32% de argila.

3.4. Hidrocarbonetos Totais de Petroleo - TPH
Os resultados de TPH estdo demonstrados na Tabela 3. A porcentagem de reducdo de TPH é calculada
considerando a primeira e a quinta amostragens.

Tabela 3. Valores de TPH obtidos e porcentagem de redugéo

TPH

Tratamentos % reducdo
ng/g
Amostragens
1 2 3 4 5
Controle 8311,1 10611,3 11868 13109,6 5146,7 38,07
Peréxido 127119 9198,6 7786 11070,9 1690,9 86,70
Nitrato 5962,3 5895,6 9497 42109 496,1 91,68

3.5. Respiracgéo do Solo
Os resultados de respiracdo do solo estdo demonstrados graficamente na Figura 3.
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Figura 3. Respiracdo do solo

3.6. Bactérias e Fungos Heterotroficos e Hidrocarbonoclasticos e Denitrificantes
A quantificacdo microbiana pode ser verificada nas Tabelas 4 e 5 e sdo relativas a primeira e quinta etapas de
amostragens.

Tabela 4. Microrganismos primeira etapa de amostragem

* Bactér,ia.s Fungpg . Bactérias, . . Fungos - Denitrificantes
Heterotréficas Heterotroficos  Hidrocarbonoclasticas Hidrocarbonoclasticos
NMP/g solo seco
1 2,02530E+06 1,68880E+04 3,02700E+04 1,95900E+03 2,02378E+05
2 2,31692E+06 8,87100E+03 4,96080E+04 4,07800E+03 9,50667E+05
3 1,41561E+06 5,19700E+03 6,79770E+04 3,44400E+03 1,71754E+05
* -1, 2 e 3 representam respectivamente o tratamento controle, com peréxido de hidrogénio e nitrato de potassio

Tabela 5. Microrganismos quinta etapa de amostragem

* Bactér,ia_s Fungps_ _ Bactérias, _ _ Fungos . Denitrificantes
Heterotroficas Heterotroficos  Hidrocarbonoclésticas Hidrocarbonoclasticos
NMP/g solo seco
1 9,06891E+06 5,16050E+04 4,66922E+05 3,34390E+04 8,81720E+05
2 2,74758E+07 4,88160E+04 1,39190E+06 5,70240E+04 3,72340E+06
3 1,29721E+07 7,95010E+04 2,18676E+05 1,15401E+05 3,42391E+05
* -1, 2 e 3 representam respectivamente o tratamento controle, com perdxido de hidrogénio e nitrato de potassio

4, Discussao

4.1. Tratamentos com Peroxido de Hidrogénio e Nitrato de Potassio

Os tratamentos que envolveram a aplicagdo de peroxido de hidrogénio e nitrato de potassio apresentaram as
reducbes de TPH respectivamente de 86,70% e 91,68%. O tratamento controle apresentou a reducdo de 38,07%
indicando que a adi¢do de bioestimulantes antecipa o processo de biodegradacdo e descontaminacdo de solos com
hidrocarbonetos de petrleo. N&o foram notadas diferencas entre as caracteristicas quimicas e fisicas analisadas, de
acordo com os resultados obtidos de analise quimica e fisica, favorecendo a interpretacdo dos valores de reducdo de
TPH. Para o controle, a reducéo de 38,07% ¢ justificada por processos mistos de decomposi¢do aerdbica e anaerdbica
naturais do préprio solo, em conjunto com a remocao fisica pela adi¢do de agua.

Para as doses administradas de 500 mg/l e 1.000 mg/l de H,O, ndo foram observadas reducbes nas populacGes
analisadas, ou seja, toxicidade. Varios autores citam que estes niveis de peroxido de hidrogénio sdo seguros e podem
ser utilizados para tratamento de solos contaminados com hidrocarbonetos de petréleo sem prejudicar a populagéo de
microrganismos importante para os processos de biodegradacdo (TEXAS RESEARCH INSTITUTE, 1982; THOMAS e
WARD, 1989; ALEXANDER, 1999). O tratamento com perdxido de hidrogénio apresentou a maior reducéo do valor
de TPH da quarta para a quinta amostragem, coincidindo com o aumento da concentracdo para 1.000 mg/l. Ainda
assim nao foram notados efeitos toxicos a populacdo de microrganismos. Com a adi¢do de perdxido pode ocorrer o
estimulo da populagdo aerébica com o aumento dos teores de oxigénio, podendo também ocorrer a oxidacdo quimica
através da reacdo de Fenton modificada. CHEN et al. (1998) realizaram experimentos com e sem ajuste de pH e
obtiveram resultados mais efetivos, ou seja maiores taxas de biodegradacdo, quando o pH era 7,0 do que em pH’s
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acidos (pH = 2); resultado da melhor atividade biol6gica e reducdo da reacdo de Fenton com a precipitacdo dos metais.
O pH do tratamento com perdxido foi de 5,93 em CaCls,.

Da primeira para a quinta amostragem podem ser notados aumentos para todas as populacfes analisadas e para
todos os tratamentos. Foram notados valores elevados para a populacdo de denitrificantes em todos os tratamentos, cuja
populacéo foi favorecida muito provavelmente devido aos valores de pH encontrados. Condic6es de pH entre 6,0 e 7,0
favorecem o processo de denitrificacdo (ALEXANDER, 1977; DAVIDSON et al., 1985).

Os tratamentos que envolveram a adicdo de bioestimulantes foram favorecidos pelo valor de condutividade
hidraulica de 10 cm/s. HEYSE et al. (1986) e HINCHEE e DOWNEY (1988), ambos citados em APl (1995), relatam
que o uso de H,O, pode ser economicamente inviavel, principalmente se o solo for impermeavel.
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