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RESUMO

A complexidade envolvida na analise de fluxo de substéncias em substratos
granulares é atribuida, além da complexidade inerente a cada fase envolvida, aos
diversos fendmenos desenvolvidos pela interagdo do fluido percolante com as
particulas do solo. A obtengcao de parametros de transporte é essencial para prever
o avang¢o da contaminagdo e auxiliar nas medidas de gerenciamento das areas
contaminadas. Na presente pesquisa, resultados de ensaios de coluna sao utilizados
para analise do transporte da fase dissolvida de um fluido, agua de produgéo (AP),
com alto teor de hidrocarbonetos de petrdleo em um solo areno-argiloso,
denominado solo varzea, proveniente das imediacdes de uma area de exploracao de
petréleo onshore. Dentre os processos estabelecidos durante a percolacao do fluido
em estudo, detectou-se redugdes na permeabilidade, como consequéncia da
ocorréncia do fendbmeno de dispersdo das argilas. Os resultados dos ensaios de
coluna evidenciaram decaimentos nas concentracdes de hidrocarbonetos totais de
petréleo (HTP) dos fluidos coletados, o que exigiu na modelagem das curvas de
chegada a utilizagdo de um termo de decaimento nao linear (u), o qual foi associado
a ocorréncia de atividade degradadora de hidrocarbonetos por microrganismos
nativos do solo. Para a certificacdo da existéncia de microbiota degradadora de
HTP, um conjunto de ensaios microbioldégicos, com aplicagdo de técnicas
laboratoriais tradicionais e analises genéticas, foram empregados em amostras de
solo retiradas das colunas em diferentes tempos. Os microrganismos cultivados
através de técnicas tradicionais (cultivo em placas com meio de cultura) foram
isolados e submetidos a testes de oxidagao com indicador DCPIP para selegao de
fungos e bactérias com potencial de degradar hidrocarbonetos. Os espécimes
selecionados tiveram seus genomas sequenciados (Sequenciamento Sanger)
podendo ser identificados. Detectaram-se espécies de bactérias (pertencentes aos
géneros Bacillus e Lysinibacillus) e fungos (géneros Malassezia e Talaromyces)
ainda ndo associados na literatura a atividade degradadora de HTP. Analises
metagendémicas realizadas em amostras de solo revelaram que as maiores
porcentagens da comunidade bacteriana do solo estavam associadas ao consumo
de HTP, conforme dados da literatura. Todos os ensaios microbioldgicos, realizados
apds os ensaios de coluna, apontaram a predominancia de bactérias com relagao
aos fungos. A confirmagao da existéncia de microrganismos nativos com potencial
de degradagao de hidrocarbonetos nas amostras do solo varzeas analisadas, abre a
possibilidade de desenvolvimento de técnicas de remediagéo bioldégicas in situ mais
adequadas e seguras para a area. Além disso, a incorporagdo destes organismos a
solos de baixa permeabilidade pode possibilitar o sistema de barreiras de contencao
mineral/biolégica, possibilitando além da retencdo do contaminante, a sua
degradacéo.

Palavras-chave: Biorremediacdo 1. Ensaios de coluna 2. Hidrocarbonetos 3.
Decaimento microbioldgico 4.



ABSTRACT

The complexity involved in the analysis of the flow of substances in granular
substrates is attributed, in addition to the complexity inherent to each phase involved,
to the various phenomena developed by the interaction of the percolating fluid with
the soil particles. Obtaining transport parameters is essential to predict the progress
of contamination and to assist in the management of contaminated areas. In this
research, results of column tests are used to analyze the transport of the dissolved
phase of a fluid, production water (AP), with a high content of petroleum
hydrocarbons in a sandy-clay soil, called varzea soil, coming from the surroundings,
of an onshore oil exploration area. Among the processes established during the
percolation of the fluid under study, reductions in permeability were detected, as a
consequence of the occurrence of the clay dispersion phenomenon. The results of
the column tests showed decays in the concentrations of total petroleum
hydrocarbons (TPH) of the collected fluids, which required in the modeling of the
arrival curves the use of a non-linear decay term (u), which was associated with the
occurrence degrading activity of hydrocarbons by microorganisms native to the soil.
To certify the existence of TPH degrading microbiota, a set of microbiological tests,
with the application of traditional laboratory techniques and genetic analyzes, were
used in soil samples taken from the columns at different times. Microorganisms
cultured using traditional techniques (plate culture with culture medium) were isolated
and subjected to oxidation tests with the DCPIP indicator for the selection of fungi
and bacteria with the potential to degrade hydrocarbons. The selected specimens
had their genomes sequenced (Sanger Sequencing) and could be identified. Species
of bacteria (belonging to the genera Bacillus and Lysinibacillus) and fungi (genera
Malassezia and Talaromyces) were detected, not yet associated in the literature with
the degrading activity of TPH. Metagenomic analyzes performed on soil samples
revealed that the highest percentages of the soil bacterial community were
associated with HTP consumption, according to literature data. All microbiological
tests, performed after column tests, pointed out the predominance of bacteria in
relation to fungi. The confirmation of the existence of native microorganisms with
potential for hydrocarbon degradation in the analyzed varzea soil samples, opens the
possibility of developing more appropriate and safer in situ biological remediation
techniques for the area. In addition, the incorporation of these organisms to low
permeability soils can enable the system of mineral / biological containment barriers,
in addition to the retention of the contaminant, its degradation.

Keywords: Bioremediation 1. Column tests 2. Hydrocarbons 3. Microbiological decay
4.
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1 INTRODUGAO

A possibilidade de esgotamento dos recursos naturais, diante da intensificagéo
das atividades industriais, tornou necessarias reformulagdes nas legislacdes
ambientais existentes, como a Lei da Politica Nacional do Meio Ambiente, além da
criacao de resolugdes mais rigorosas por orgaos de monitoramento ambiental, como
o CONAMA. Essas modificagdes intensificaram o controle dos impactos gerados,
por cada atividade industrial, ao meio ambiente e a saude humana (MACHADO et al,
2013).

Dentre a diversidade de ramos industriais existentes, o petrolifero se destaca
em decorréncia da importancia de seus produtos, petréleo e derivados, para o
desenvolvimento de cadeias produtivas industriais e de seu reconhecimento como
fonte de energia fundamental para a sustentacdo de diversas atividades
consideradas essenciais pelo ser humano. Além dos destaques atribuidos aos seus
beneficios, a industria petrolifera, durante as variadas etapas estabelecidas desde a
exploracao até a comercializacdo de seus produtos, ocasiona vazamentos de
fluidos, o que, aliado a complexa constituicdo dos mesmos, expde esse ramo
industrial como um dos grandes vildes da contaminagao de compartimentos, como o
solo e a agua (CORSEUIL e MARINS, 1997).

O comportamento desenvolvido por uma substancia contaminante, ao entrar
em contato com o solo, é influenciado por diversos fatores, como a constituicdo do
solo e do poluente e as interagdes estabelecidas pelos mesmos, aspectos que
dificultam a analise dos impactos da contaminacdo de um substrato poroso. A
migragdo de substancias ricas em hidrocarbonetos, os quais sdo o0s principais
constituintes do petréleo e seus derivados, pelo solo e a possibilidade de alcance
das aguas subterraneas € agravada pela complexidade desses compostos
organicos, envolvendo propriedades como a volatilidade e solubilidade em agua, as
quais dependem da estrutura molecular de cada constituinte (AZAMBUJA et al.,
2000; ZHANG et al., 2006; EKINS et al., 2007).
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Para uma melhor interpretacdo do transporte de contaminantes em solos,
desenvolveram-se o0s ensaios de coluna, os quais permitem, sob condigdes
controladas de laboratério, a analise do avanco de fluidos em corpos de prova de
solo, proporcionando a obtengdo de parametros que descrevem os fendmenos
desenvolvidos durante a migracdo da substdncia em meios porosos
(SHACKELFORD, 1995).

Ao ser constatado o potencial de contaminagdo de outros meios, como as
aguas subterraneas, e estando o contaminante presente no solo em concentragdes
consideradas nocivas a saude humana, torna-se necessario a aplicacao de métodos
de restauragdo da area contaminada (AZAMBUJA et al., 2000). Dentre as técnicas
existentes, destaca-se a biorremedia¢do, na qual a degradagdo do contaminante é
propiciada pelo aproveitamento, ou intensificagdo, das atividades microbiolégicas do
sitio de contaminacdo. Esse meétodo de tratamento apresenta-se como tema
relevante e alvo de pesquisas que buscam analisar as caracteristicas das areas
impactadas e detectar os microrganismos envolvidos nas atividades degradadoras
de determinado contaminante, contribuindo com o aperfeicoamento da eficacia das
técnicas de biorremediagdo existentes ou com a criagdo de novas tecnologias
(VIDALL, 2001; VARJANI e UPASANI, 2017).

O éxito na aplicagao da biorremediacdo depende de diversos fatores, os quais
estdo associados a composi¢cdo quimica do contaminante, assim como as condi¢des
fisico-quimicas e microbiolégicas do sitio de contaminagdo. O emprego dessa
técnica exige uma diversidade de ensaios que devem ser realizados para a
verificagdo da existéncia, na area contaminada, de condicbes ambientais propicias
ao desenvolvimento microbioldgico, além da necessidade de avaliar as modificagdes
ambientais cabiveis que permitam a intensificacdo da atividade biodegradadora.
Assim, cada caso de contaminagao possui diferentes configuragbes possiveis de
aplicacao de diferentes técnicas de remediacdo (BALBA et al., 1998; VIDALI, 2001).

Na presente pesquisa foram obtidos parédmetros de transporte para a fase
dissolvida de uma agua de produgao sintética, em um solo proveniente de uma area

de exploragéo de petréleo onshore (solo varzea), através da aplicagao de ensaios de
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coluna. As curvas de chegadas geradas para cada coluna de solo ensaiada
apresentaram decaimentos nas concentragdes de hidrocarbonetos totais de petrdleo
(HTP), comportamento também evidenciado em ensaios realizadas no solo varzea
por Lima (2018). A analise dos parametros obtidos na modelagem de cada curva
permitiram a verificagdo de atenuacado na migracao do contaminante por organismos
degradadores de hidrocarbonetos. Os resultados provenientes dos ensaios de
coluna, aliados a técnicas de analises microbiologicas, evidenciam que a microbiota
detectada nas amostras de solo varzea, retiradas das colunas, séo responsaveis
pelo consumo de hidrocarbonetos presentes na agua de produgdo, estando

associadas aos decaimentos exibidos nas curvas de chegada.

1.1 JUSTIFICATIVA

A investigacdo de uma area contaminada envolve analises da concentracéo e
da extensdo do contaminante no subsolo, além do estudo das interacdes
estabelecidas pela substancia ao entrar em contato com o material granular,

dindmicas que s&o governadas pelas caracteristicas dos materiais envolvidos.

A complexidade inerente as analises de solos contaminados por substancias
ricas em hidrocarbonetos se da pela diversificada formacdo molecular desses
compostos quimicos, além da heterogeneidade prépria dos substratos granulares. O
transporte de contaminantes organicos envolve interagdes quimicas e bioldgicas que
podem exigir a aplicagdo de conhecimentos multidisciplinares na investigacado e

resolucdo da contaminagao analisada (AZAMBUJA et al., 2000).

Durante o transporte do poluente no solo, além de processos fisicos, existem
fendmenos quimicos e bioldgicos que modificam a concentragao do contaminante na
solugdo. Esses processos interferem na velocidade de propagacgéo do soluto e s&o
capazes de proporcionar a reducdo da concentragdo desse na solucdo aquosa
(BERGMANN, 2016). Os ensaios de coluna sao comumente empregados em
estudos geotécnicos para a analise da migragao de uma substancia contaminante

no solo, através de condi¢gdes controladas de laboratério que permitem a simulagéo
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da percolagdo em condi¢des proximas as de campo. Através desses ensaios obtém-
se parametros de transporte que sao essenciais para a interpretagdo do movimento
de contaminantes em meio porosos (SHACKELFORD, 1995; LEITE, 2000).

A aplicagdo dos ensaios, aliada ao emprego de solugbes matematicas e
recursos computacionais, possibilita a previsdo do avango do poluente no solo,
favorecendo, caso seja necessario, a escolha de métodos eficientes de contengao
da contaminagéo e de remediacéo da area afetada (MIRANDA e DUARTE, 2002).

Altas concentragcbes de hidrocarbonetos de petroleo em meios como agua e
solos, representam uma ameaca a saude humana, devido as caracteristicas toxicas
de alguns compostos, como os BTEX (benzeno, tolueno, etil-benzeno e os xilenos) e
os HPAs (hidrocarbonetos policiclicos aromaticos), e a persisténcia desses
contaminantes no meio ambiente. Por outro lado, a degradacdo dos mesmos pode
ser propiciada por microrganismos, ocorrendo de forma natural em campo ou
estimulada com o uso de técnicas de biorremediacao, as quais tém se destacado em
comparagao a outros métodos, principalmente pelos desafios econdémicos do
emprego de técnicas fisico-quimicas (VARJANI e UPASANI, 2017).

Devido a dificuldade de aplicagao e custo elevado das praticas tradicionais de
remediagdo de solos contaminados, o tratamento desses costuma limitar-se a
retirada da camada afetada através de escavacdes, na perspectiva de eliminar o
foco da contaminacgéao e evitar o espalhamento da pluma contaminante. Essa pratica
acarreta a perda de grandes profundidades de camada natural do terreno. Dentro
desse contexto, a redugdo da concentragdo de compostos organicos por atividade
degradadora microbioldgica, no préprio local da contaminagéo, apresenta-se como

uma pratica com viabilidade técnica e econémica (COSTA et al., 2015).

Apesar dos avangos em estudos biotecnoldgicos pode-se considerar a técnica
de biorremediacdo como em fase de desenvolvimento. O tema, presente em
numerosas pesquisas cientificas, ainda exige esclarecimentos, principalmente com
relacdo as taxas de deterioracdo de fluidos petroliferos e a listagem de espécies

microbianas com potencial de degradacao de hidrocarbonetos. Além do mais, ha a
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necessidade de associacdo dos dados obtidos em laboratério para emprego da
técnica em campo e para a criagdo de inovagdes nas tecnologias de tratamento (WU
et al., 2017).

Dentre as tecnologias existentes, em solos compactados de baixa
permeabilidade, a existéncia ou manipulagdo da populagéo microbiana degradadora
de hidrocarbonetos propicia a obtencdo de sistemas de contengado eficazes de
contaminantes que possibilitam a degradagdo de compostos organicos (DANIEL e
BENSON, 1990; KANMANI, GANDHIMATHI e MUTHUKKUMARAN, 2014).

Lima (2018) aplicou ensaios de coluna em diferentes solos, coletados em uma
area de exploracdo de petréleo onshore. O autor avaliou a possibilidade de
aplicacdo dos mesmos como material constituinte de bacias de contengdo para
contaminantes ricos em hidrocarbonetos. Contatou-se, para um dos solos
analisados, denominado solo varzea, decaimentos nas curvas de chegada geradas,
0 que poderia ter sido propiciado por atividades degradadoras de microrganismos

nativos do solo.

Neste contexto, no presente trabalho, buscou-se certificar a existéncia das
atividades degradadoras realizadas por microrganismos presentes no solo varzea,
adotando-se analises microbiologicas tradicionais nas matrizes estudadas (solo e
agua de producdo sintética), além de ensaios biolégicos em amostras de solo
provenientes das colunas ensaiadas. Para uma melhor caracterizagdo do potencial
degradador de HTP desses microrganismos, testes de oxidagao foram realizados
com isolados de fungos e bactérias cultivados das amostras de solo.
Posteriormente, os microrganismos detectados com potencial de degradagdo de

HTP foram identificados através de analises de sequenciamento genético.



1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar a migragdo da fase dissolvida de uma agua de produgédo de petréleo
sintética, em um solo areno-argiloso proveniente de uma area de exploracéo de
petréleo onshore, com a finalidade de verificar a ocorréncia de processos de

biodegradagao do fluido por microrganismos presentes no solo.

1.2.2 Objetivos Especificos

o Caracterizar as matrizes estudadas, solo e agua de produgado sintética,
determinando propriedades fisicas e quimicas, € a numeracdo de unidades

formadoras de colénia (UFC) de fungos e bactérias;

o Identificar os fendbmenos envolvidos na migracao da fase dissolvida da agua

de producéo, no solo em estudo, e o comportamento das interagdes solo/fluido;

o Verificar a ocorréncia de decaimentos nas curvas de chegada geradas

através do emprego de ensaios de coluna;

. Analisar a presenga de microrganismos degradadores de hidrocarbonetos no

solo percolado por agua de produgao;

o Estudar o comportamento da microbiota das amostras retiradas das colunas

de solo, em diferentes tempos;

. Identificar os microrganismos degradadores de hidrocarbonetos, para
obtengcdo de parametros para aplicacdo de técnica de biorremediagao in situ no

tratamento de areas contaminadas por hidrocarbonetos de petrodleo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

21 SOLOS CONTAMINADOS POR HIDROCARBONETOS DE
PETROLEO

O petroleo é constituido majoritariamente por hidrocarbonetos, compostos
quimicos formados por atomos de carbono e hidrogénio, os quais podem se dividir
em diferentes grupos, dependendo do arranjo estrutural de sua molécula (QUANN e
JAFFE, 1992).

A industria petrolifera durante o processamento do petrdleo, desde as etapas
de exploracdo até a comercializagdo, acidentalmente, ocasiona impactos
ambientais, principalmente aqueles associados a possibilidade de vazamento de
substancias oleosas, abrangendo o 6leo cru e seus derivados. Esses vazamentos
sdo, predominantemente, os responsaveis pela contaminagao de solos e recursos
hidricos por produtos petroliferos (CORSEUIL E MARINS, 1997).

O desenvolvimento de tecnologias para o tratamento de aguas contaminadas
por substancias oleosas encontra-se mais avangado do que os métodos existentes
para tratamento de solos sob a mesma contaminagéo, o que justifica a existéncia de
pesquisas, no presente cenario académico, que avaliam os impactos gerados pela

contaminagao de solos por hidrocarbonetos de petréleo (RIZZO et al., 2006).

O termo HTP (hidrocarbonetos totais de petréleo) é utilizado para designar uma
totalidade de hidrocarbonetos presentes no 6leo bruto e em seus derivados, formado
por diferentes fracbes que individualmente s&o constituidas por diferentes
compostos quimicos, como o hexano, 6leos minerais, benzeno, tolueno, xileno,
naftaleno e fluoreno (ASTDR, 1999).

A analise da concentracdo de HTP em uma area contaminada permite uma
avaliacdo genérica do nivel de contaminagdo. Os contaminantes derivados de
petréleo s&o geralmente compostos por muitas substéncias diferentes, as quais sao
agrupadas no parametro HTP, o que proporciona uma melhor eficiéncia de avaliagao

da contaminagao (PINEDO et al., 2012). Neste caso, sdo comumente empregados,
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como base comparativa, os valores de concentracdo de HTP especificados na lista

holandesa de valores de qualidade do solo e da agua subterrénea (CETESB, 1999).

O uso de parametros genéricos de estudo em problemas de contaminagdo em
areas de produgao pode ser justificado pelo fato de o 6leo cru ndo possuir em sua
constituicido boa parte dos compostos derivados do petréleo que sédo especificados
pelas legislagbes nacionais e internacionais. Como esses parametros de avaliagéao
incluem o agrupamento de diversas substancias com diferentes propriedades
toxicologicas, um estudo detalhado da contaminagédo exige uma avaliagado de risco
mais minuciosa, a qual deve considerar as diferentes fragdes constituintes da
parcela total de hidrocarbonetos, de acordo com suas propriedades fisico-quimicas
(PINEDO et al., 2012).

Ao se tratar da contaminagao de solos, alguns hidrocarbonetos destacam-se
com relacdo aos demais, por representarem maiores risco de contaminagao
ambiental. Podem-se verificar facilmente na literatura pesquisas que evidenciam a
necessidade de tratamento de solos contaminados, principalmente, por
hidrocarbonetos monoaromaticos (BTEX - grupo de compostos organicos volateis
formados por benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno), cujas estruturas moleculares
possuem como caracteristica principal a presenca do anel benzénico. Também sao
incluidos nesse grupo os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs),
caracterizados por possuirem multiplos anéis aromaticos condensados (ANDRADE
et al., 2010; PEREIRA NETTO et al., 2000).

Com relacéo aos HPAs, Pereira Netto et al. (2000) destacam a seriedade dos
efeitos que podem ser proporcionados ao organismo humano sujeito a exposigcéao a
esses compostos, sobretudo devido ao carater lipofilico dos HPAs e de seus
derivados, o que possibilita uma absor¢cado dos mesmos pela pele, por ingestao ou
por inalagcdo, sendo rapidamente distribuidos pelo organismo. As propriedades
fisico-quimicas e a grande distribuicdo ambiental desse elemento torna de grande
importancia a andlise do risco de contaminagdo humana pelo mesmo e justifica a
intensificagdo de avaliagbes de métodos de remediagao de areas contaminadas por

produtos que contenham HPA.
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Na literatura € possivel encontrar pesquisas que testam métodos de
descontaminagdo de solos com niveis consideraveis de BTEX, incluindo técnicas
fisicas, quimicas e biolégicas. Considera-se que a elevada concentragao desses
compostos no ambiente representa potenciais riscos ecoldgicos e a saude humana
(PENG et al., 2015). Além da elevada toxicidade dos BTEX, o seu alto potencial de
poluicdo esta aliado a capacidade de migragdo desse composto, o qual possui alta
volatilidade e solubilidade em agua (VARONA-TORRES et al., 2018).

A andlise de risco de contaminagcdo de areas contaminadas por
hidrocarbonetos de petroleo pode ser feita pela metodologia proposta pela CETESB
(2006), através do procedimento de Agdes Corretivas com Base no Risco (ACBR), o
qual se baseia em tomadas de decisbes de acordo com niveis de contaminagao.
Conforme essa metodologia a definigdo da concentragdo maxima aceitavel de uma
substancia fundamenta-se na aplicacao de equacdes que utilizam parametros do
meio fisico e suas particularidades (REZENDE e FERNANDES, 2013). No ACBR o
gerenciamento das areas contaminadas por hidrocarbonetos considera as
caracteristicas do contaminante, do meio contaminado, dos meios de transporte, das
vias de ingresso e da populagéo potencialmente exposta a contaminacao (CETESB,
2006).

2.2 AGUA DE PRODUCAO

Em pocos de produgdo maduros, a maior parte do fluido extraido € composta
de agua (percentuais normalmente acima de 80%), sendo esse fluido de producéo
formado pela fase livre do 6leo bruto, 6leo bruto disperso, agua de formacgao, fluidos
injetados, sélidos suspensos e componentes inorganicos e organicos dissolvidos
(FAKHRU’L-RAZI et al., 2009). E usual se denominar de agua de produgéo, AP, a
parcela aquosa desse fluido, a qual contém normalmente todas as fases citadas
anteriormente, a excecao da fase livre de 6leo, que é separada para beneficiamento.

Devido a complexidade de seus compostos, os impactos gerados pela
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disponibilizagao seja da agua produzida ou do préprio fluido extraido, tornam-se uma

questao de preocupacao ambiental.

A AP é considerada como um subproduto da exploracdo de petroleo e gas,
extraida durante os processos de separacao utilizados nesses fluidos para que os
mesmos se tornem produtos comercializaveis. O seu destino envolve alternativas
como o descarte e o reuso. Em todos os casos € necessaria a aplicagao de
tratamentos especificos que proporcionem o atendimento de critérios ambientais,
operacionais ou da atividade produtiva onde sera reutilizada (MOTTA et al., 2013). A
AP Pode ser tratada como uma emulséo 6leo/agua, com a fase oleosa dispersa. Sua
composi¢ao varia a depender do campo de petrdleo explorado, podendo conter
compostos como os BTEX e HPAs, alcool e acidos organicos, além de alguns
metais, 0os quais estdo dissolvidos na agua e sédo provenientes da fase livre de éleo
(DICKHOUT et al., 2017).

Como o petréleo é composto por diferentes fragdes de hidrocarbonetos, esses
se comportam de forma diferente na agua produzida. A maior parte dos
hidrocarbonetos sdo pouco soluveis em agua, o que faz com que a parte dispersa
seja a porcao de oleo predominante na agua de produg¢ao. Outros hidrocarbonetos,
como os BTEX e os fénois, possuem maior solubilidade em agua, representando a
parte dissolvida predominante na AP. Hidrocarbonetos de alto peso molecular, como
os HPAs sao consideravelmente de menor solubilidade, sendo um dos principais

constituintes da parte de 6leo dispersa (EKINS et al., 2007).

Conforme Vieira et al. (2003), o tempo de exploragédo dos pogos de petréleo
influencia no volume de agua de producdo, de forma que a medida que a vida
econdbmica dos pogos vai se esgotando, o volume de agua de produgdo pode

exceder em até dez vezes o volume de 6leo produzido.

Os sodlidos dissolvidos presentes na AP sdo constituintes inorganicos
compostos principalmente por cations e anions, dentre esses principalmente o Na* e
o CI™. A salinidade da AP varia de acordo com o tipo de formagdao da mesma,

podendo-se obter desde valores abaixo dos requisitados para a agua potavel (250
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mg.L" para cloretos) até valores maiores do que o da agua do mar (19.000 mg.L™")
(MOTTA et al., 2013).

Fakhru’l-Razi et al. (2009) destacam que a concentragao de cations e anions
alteram quimicamente a agua de produgédo, influenciando no efeito de
tamponamento e na salinidade. A salinidade pode afetar os processos de tratamento
biolégico da AP, de forma que a viabilidade de degradagao por microrganismos deve
levar em consideragcdo os mecanismos de crescimento e adaptagao dos mesmos em
meios de alta salinidade (LAY et al., 2010).

Diaz et al. (2000) analisaram a biodegradacdo de hidrocarbonetos por
consorcios bacterianos, constatando a redugdo nas taxas de biodegradacédo para
altas salinidades de residuos oleosos, valores a partir do dobro da agua do mar,
porém ainda com alcance de taxas de degradagao significativas. Apesar da
conhecida capacidade de alteragdo das condi¢des microbiolégicas do solo pela
salinidade, existem microrganismos que se adaptam a essa condi¢do, o que néo
inviabiliza o tratamento desse tipo de fluido contaminante por técnicas de
biorremediagao (AHAMED et al., 2014).

23 BIORREMEDIAGAO EM SOLOS CONTAMINADOS POR
HIDROCARBONETOS DE PETROLEO

A biorremediacdo tem se destacado dentre as técnicas existentes para
remediar areas contaminadas, principalmente por ser uma opgao de baixo custo,
associada ao seu potencial de eliminar ou reduzir niveis significativos de substancias

quimicas em determinado meio (VIDALI, 2001).

Alguns autores consideram biorremediacdo como a aplicacdo de qualquer
técnica que envolva a atividade do meio biolégico, incluindo a atividade de sistemas
vegetais (PIRES et al. 2003; JACQUES et al., 2007). Outros, assim como neste
trabalho, associam o termo somente a atividade degradadora de microrganismos,

principalmente fungos e bactérias.
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A eficiéncia nos processos de degradagcdo de contaminantes por
microrganismos enfrenta diversas limitagcdes, pois € necessario que haja condi¢des
ambientais propicias para o desenvolvimento das atividades microbiologicas, o que
esta relacionado com as caracteristicas do poluente e da area contaminada. Dessa
forma, as pesquisas existentes sobre biorremediacdo no cenario atual buscam
entender os fatores envolvidos nos processos de biodegradagao desencadeados em
determinadas areas contaminadas (VARJANI e UPASANI, 2017).

No tratamento de solos contaminados, a biorremediagado pode ser empregada
em processos ex situ ou in situ. A possibilidade de aplicagéo da técnica no préprio
local da contaminagao é também uma das grandes vantagens dessa biotecnologia,
pois ndao envolve escavagdes e transporte de material para outros locais de
tratamento, o que torna o processo menos agressivo ao meio (MEGHARAJ e
NAIDU, 2017).

Os procedimentos in situ podem envolver diferentes métodos de aplicacdo da
biorremediagcdo, os quais se diferenciam em biorremediagdo intrinseca,
bioaumentacédo e bioestimulagcdo. A biorremediacgao intrinseca pode ser entendida
como o processo de atenuacado natural da contaminagédo, com o aproveitamento da
atividade microbiologica local sem modificagbes nas caracteristicas do ambiente,
necessitando de monitoramento regular para analise do avango do contaminante
(BORDEN et al., 1997).

Quando a populagédo de microrganismos local ndo tem capacidade suficiente
para degradar o composto poluente, pode-se recorrer a modificagbes que
possibilitem a melhor biodegradacéo, através do uso isolado, ou combinado, das

técnicas de bioaumentacgao e bioestimulagdo (MUTECA, 2012).

A bioestimulacdo fundamenta-se em modificacbes nas condi¢des ambientais
que propiciem o melhor crescimento dos microrganismos e desenvolvimento das
atividades de biodegradacgao, por meio do adicionamento de nutrientes ao solo. Ja a

bioaumentacao consiste na inser¢do no solo de consorcios de microrganismos, pre-
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selecionados, com capacidade de degradar a substancia contaminante (BENTO et
al., 2005).

A bioaumentagao, por propiciar mudangas na microbiota local, possui algumas
limitagdes. A nova populagao inserida no solo pode causar efeitos negativos para a
manutencgao de vida da populagdo de microrganismos nativos, além do fato de que
para que o0s niveis desejados de biodegradagdo sejam alcangados, o0s
microrganismos inseridos também necessitam desenvolver suas atividades sem
interferéncias da atividade microbiolégica nativa do solo. Dessa forma, o emprego
dessa técnica depende da aprovacao de orgaos de fiscalizagdo ambiental, a
exemplo da Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB). A
aprovagao da estratégia de bioaumentacgéo esta relacionada a area de aplicagéao da

técnica e aos tipos de microrganismos que serao utilizados (ANDRADE et al., 2010).

Muitos microrganismos, os quais podem ser amplamente encontrados na
natureza, possuem a capacidade de utilizar hidrocarbonetos como fonte de energia
e carbono (GOGOI et al., 2003). Na literatura é possivel encontrar trabalhos que
atribuem a capacidade de degradagdo de HTP a grupos diversos de bactérias e
fungos (ATLAS, 1981). A taxa de degradagao desse composto por microrganismos
esta diretamente ligada a estrutura molecular do mesmo, sendo que estruturas
menos complexas (de peso molecular), possibilitam uma melhor degradagéo do
composto (CERNIGLIA, 1992).

Esses microrganismos se apresentam de forma difundida no meio ambiente.
As populagdes com capacidade degradadora de hidrocarbonetos, normalmente, sdo
representadas por menos de 1% do total de comunidades microbianas existentes no
meio. Entretanto, em contato com poluentes de petrdleo, essas populagdes
aumentam significadamente, alcangando uma representacdo de até 10% da
comunidade do meio (ATLAS, 1995).

O potencial de degradagéo de hidrocarbonetos por microrganismos impulsiona
o surgimento de novas tecnologias no tratamento de contaminag¢des, como exemplo

as bio-barreiras. Esse sistema, consiste na utilizagdo de camadas de solos
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enriquecidas com microrganismos e nutrientes que proporcionem a melhor
degradagédo do composto desejado, além de propiciar a reducdo de condutividade
hidraulica do contaminante pela formacéo de produtos provenientes do crescimento
microbiano, o0s quais promovem a redugdo de poros disponiveis ao fluxo
(RIUNAARTS, HESSELINK e DODDEMA, 1995; KIM e KIM, 2004).

Os trabalhos ja realizados, que analisaram a degradagédo de hidrocarbonetos
em solos, produziram informacgdes valiosas sobre a interacdo microbiana com esses
derivados do petréleo no ambiente, documentando uma coleg¢ao diversificada de
bactérias e fungos capazes de degradar hidrocarbonetos (VAN HAMME et al.,
2003). Dentre os microrganismos do ambiente dos solos ja catalogados, Leahy e
Colwell (1990) destacam os géneros de bactérias Achromobacter, Acinetobacter,
Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Flavobacterium, Nocardia e Pseudomonas spp. €

os coryneforms, além dos fungos Trichoderma e Mortierella spp.

Chaineau et al. (1999) realizaram o isolamento e identificagdo de
microrganismos em um solo agricola apdés contaminacdo do mesmo com Oleo
combustivel, onde foram enumeradas variadas espécies de fungos e bactérias com
capacidade de assimilar hidrocarbonetos em seus processos metabdlicos. Dentre os
microrganismos listados os autores identificaram as espécies de bactérias ,
Sphingomonas spiritivorum, Acinetobacter baumanii, Beauveria alba e Penicillum
simplicissimum, além dos fungos Penicillium pinophilum, Penicillium simplicissimum,
Penicillium restrictum, Beauveria alba, Trichoderma polysporum e Gongronella
butleri, os quais, na época, ainda nao haviam sido citados como capazes de

degradar hidrocarbonetos.

Roy et al. (2014) verificaram o potencial de biorremediagcdo de solos
contaminados com diferentes percentagens de hidrocarbonetos totais de petrdleo
(HTP), nas faixas de 15,2 a 56,2% de concentracdo, através do isolamento de
bactérias nativas com capacidade de degradar hidrocarbonetos. Com a aplicagao da
técnica de sequenciamento genético confirmou-se a capacidade de degradacao de
HTP por bactérias isoladas pertencentes aos géneros Lysinibacillus, Brevibacillus,

Bacillus, Paenibacillus, Stenotrophomonas, Alcaligenes, Delftia, Achromobacter e
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Pseudomonas. Dentre os parametros analisados pelos autores como confirmacéao
da capacidade de degradacédo, constatou-se o efeito do tratamento de bactérias na
degradacgao do petréleo bruto nas mudancgas de viscosidade do 6leo cru ensaiado,

com reducgao dessa viscosidade ao aumentar-se o potencial de degradacéo.

Lima (2018) analisou os fenébmenos envolvidos na percolacao de fluidos ricos
em hidrocarbonetos de petréleo em diferentes solos pertencentes a uma area de
exploracéo de petréleo onshore. O autor verificou que para um dos solos analisados,
solo varzea, as concentragdes de hidrocarbonetos do fluido percolado tenderam a
reduzir com o passar do tempo de ensaio, o que pode ter sido ocasionado por
atividades degradadoras de microrganismos nativos desse solo. Isso motivou, neste
trabalho, a aplicacdo de ensaios de coluna, em conjunto com analises
microbiologicas, para a avaliacdo do potencial de degradacao de hidrocarbonetos
por microrganismos nativos do solo varzea, além da especificagdo dos géneros

identificados.

Os trabalhos ja realizados, presentes na literatura, evidenciam a importancia da
aplicagcado das técnicas microbioldgicas genéticas na definicdo dos genomas com
potencial de degradacao de hidrocarbonetos, o que permite a obtencdo de dados de
grande contribuicdo para o desenvolvimento das técnicas de biorremediagdo. Van
Hamme et al. (2003) ressaltam que a reportagem de microrganismos com
capacidade degradadora de hidrocarbonetos deve ser feita com a associagdo dos
controles apropriados para o desenvolvimento dessa atividade, as quais sao

fortemente influenciadas por fatores ambientais.

2.3.1 Fatores que influenciam na Biodegradagao

A biorremediacao pode ser classificada como um procedimento especifico de
um determinado local e a sua aplicacdo eficiente no tratamento de solos
contaminados representa um desafio para pesquisadores e profissionais envolvidos
na area ambiental (BALBA et al., 1998).
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A biodegradacao dos hidrocarbonetos de petréleo no ambiente é considerado
um processo de alta complexidade, ja que os aspectos quantitativos e qualitativos da
degradacgao desses compostos estdo relacionados com a natureza e proporcao de
hidrocarbonetos presentes, as condigcbes ambientais e a composi¢do da comunidade
microbiolégica local (LEAHY e COLWELL, 1990).

As dificuldades na aplicagdo dessa técnica sdo ocasionadas por diversos
aspectos, como heterogeneidade e concentragdo dos compostos envolvidos. Altas
concentragbes podem inibir as atividades dos microrganismos. Com relagao ao solo
e as condi¢gdes ambientais, as variaveis do local, como a profundidade e a presenca
de microrganismos, associado a condicdes fisicas do meio, interferem
fundamentalmente no crescimento microbiano e nas taxas de biodegradagao
(BALBA et al., 1998).

A peca fundamental para a avaliagao da possibilidade de aplicagao da técnica
intrinseca de biorremediacdo esta na composicdao microbiana do local da
contaminagdo. A caracterizagdo da comunidade de microrganismos locais, com a
identificacdo e quantificagdo de espécies com capacidade de degradagao de
especificos compostos, associada a posterior avaliagdo das condigdes ambientais e
das interferéncias ocasionadas pelas propriedades fisico-quimicas do contaminante
no meio, permitem o planejamento de ac¢des viaveis de remediagdo (GOGOI et al.,
2003).

Dentre os fatores ambientais favoraveis ao desenvolvimento das atividades
microbiolégicas, Vidali (2001) destaca os adequados valores de temperatura, a
presenca de oxigénio e outros receptores de elétrons, valores ideais de pH e altos
teores de nutrientes. As concentragbes de nitrogénio, fésforo e carbono séo
essenciais para o desenvolvimento de vida microbiana, permitindo a criagao de

enzimas para a quebra de contaminantes.

Quanto as caracteristicas fisicas do solo, os principais fatores que influenciam
o metabolismo microbiolégico sdo a porosidade, a massa especifica e a

permeabilidade. Baixas permeabilidades limitam as taxas de transferéncia de
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aceptores de elétrons e dificultam o transporte de nutrientes para as células
microbianas (GOGOI et al., 2003). Logo, fendmenos que afetem a permeabilidade
do meio, como a disperséo de argilas e a criacdo dos biofilmes bacterianos, podem
afetar a eficiéncia de remediacdo da area contaminada pela atividade
microbiolégica. Este aspecto torna mais desafiador o desenvolvimento de barreiras

minerais/bioldgicas para a contengdo/degradacédo de contaminantes organicos.

Vidali (2001) relaciona algumas faixas de valores de parametros fisico-
quimicos do solo, que sdo necessarias para que haja atividade microbioldgica e que
proporcionem condi¢gbes propicias para a degradagado de hidrocarbonetos. Esses

valores sao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Condigdes ambientais que afetam o desenvolvimento de microrganismos no solo

Condigbes requeridas o L
. o Condigbes propicias a
Parametros para atividade . ]
_ o degradacéo de 6leo
microbiologica

Umidade do solo (%) 25-28 30-90
pH do solo 55-8,8 6.5-8.0
Concentragao de Oxigénio para

No minimo 10 10-40
atividades aerobias (%)
Concentragao de Nitrogénio (%) Presencade N e P C:N:P =100:10:1
Temperatura (C°) 15-45 20-30

Nao podem ter elevada  Hidrocarbonetos: 5 -10% do
Contaminantes
toxidade peso seco do solo

Metais pesados Conteudo total 2000 ppm 700 ppm

Fonte: Adaptado de Vidali (2001)

A temperatura tem um papel influenciador no estado fisico do contaminante e
nas taxas de biodegradacgéo. Baixas temperaturas afetam o espalhamento do dleo,
devido a obtencdo de maior viscosidade (ATLAS, 1981). Quanto ao metabolismo

microbiolégico, o mesmo €& modificado pelas variacbes de reagdes bioquimicas
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proporcionadas pelas alteracbes de temperatura. Para muitos microrganismos, as
taxas de biodegradagédo duplicam para cada aumento de 10°C na temperatura. No
entanto, temperaturas muito elevadas destroem as células microbianas (VIDALI,
2001).

As propriedades do fluido percolante também possuem influencia nas
atividades de biodegradacao. A salinidade é um fator crucial para o metabolismo
microbiolégico. Contaminantes com elevadas concentragdes de cloreto de sédio
podem ocasionar estresse ambiental, produzir efeito de destruicdo das células
microbianas e, consequentemente a reducdo de biomassa (TELLEZ e
NIRMALAKHANDAN, 1992). Propriedades como solubilidade e volatilidade, também
possuem significAncia no transporte e biodisponibilidade do contaminante,
interferindo na eficacia do processo de biorremediacdo (MEGHARAJ et al., 2011).

Outro fator determinante para a eficiéncia nos processos de degradacgédo de
contaminantes € a interagdo desse com o0 meio. Tratando-se de solos, o
contaminante ao entrar em contato com o substrato granular, liga-se rapidamente
aos minerais e a matéria organica presente no solo, através da combinagdo de
processos quimicos, como a sor¢ao, a precipitacdo e a complexagao. A capacidade
do solo para liberar o poluente de suas particulas influencia diretamente na
suscetibilidade de degradacdo microbiana do contaminante. (MEGHARAJ et al.,
2011). Solos com predominancia de processo quimico de sor¢ao, como aqueles com
altos teores de siltes e argilas, ndo sao recomendados em tratamentos de
biorremediacdo. Além de baixa permeabilidade, esse material possui alta
capacidade de adsorgao, com formagédo da camada dupla, o que pode alterar, para

condi¢des n&o saturadas, a biodisponibilidade do contaminante no meio.

A analise da possibilidade de aplicagéo da técnica de biorremediagao em solos
contaminados deve considerar, além das caracteristicas fisico-quimicas do solo e do
contaminante, as interacbes desenvolvidas entre eles, o que envolve 0s processos
fisicos, quimicos e bioldgicos relacionados com o transporte de contaminantes em

meios porosos. Dessa forma, a aplicagdo da biorremediacdo pressupde uma
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pesquisa multidisciplinar, envolvendo conhecimentos provenientes de areas como a

geotecnia, a geologia e a biotecnologia.

24 DISPERSAO DE ARGILA NO SOLO

O estado coloidal pode ser entendido como um sistema formado por duas
fases, em que materiais mais refinados se encontram dispersos em outras
substancias, como por exemplo, as particulas finas em contato com a agua no solo.
Sao consideradas como particulas coloidais aquelas de didmetro menor do que 1
micrémetro (um). Dessa forma, como as fragdes de argila atingem tamanho maximo
de 2 ym, boa parte de suas particulas possuem caracteristicas coloidais. No solo, a
matéria coloidal inorgénica é representada pelos argilominerais, sendo a parcela

mais ativa do material poroso.

A movimentacao de particulas coloidais no solo € propiciada quando as forcas
fisico-quimicas e hidrodinAmicas superam a capacidade de adesido dessas finas
particulas ao meio poroso. A compreensdao dos fendbmenos envolvidos na
mobilizacdo dessas particulas é de grande importancia para o entendimento do
transporte de substancias no solo (LUCAS, 2006).

A desagregacdo e movimentacdo das particulas coloidais podem ser
ocasionadas por fatores fisicos e quimicos. Como fatores fisicos citam-se as
adicdes de forgas hidrodindmicas cisalhantes no sistema do solo promovidas por
acréscimos na velocidade do fluido de percolagdo. Os fatores quimicos geram
alteracbes nas forgas eletrostaticas das particulas, propiciando o aumento das
forcas repulsivas entre as mesmas. Essas modificacbes sdo normalmente

ocasionadas por aumento do pH e a adsorgéo de ions (RYAN e ELIMELECH, 1996).

Como o transporte de substéncias em solo normalmente é desenvolvido a
baixas velocidades, pode-se considerar que na percolagao de fluidos em substratos
granulares, as pertubagbes quimicas s&o as principais responsaveis pela

mobilizagc&do das particulas de argila.
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Os fenbmenos quimicos que promovem a dispersdao coloidal estao
relacionados com as caracteristicas do solo e as propriedades do fluido percolante.
Conforme Ayers e WestCot (1991), os fatores relacionados a qualidade do fluido,
que interferem diretamente na ocorréncia de dispersao, sdo a quantidade de sais e a
proporcdo de sédio com relacdo ao percentual de calcio e magnésio. Teores
relativamente altos de sodio na agua ou outro fluido percolante, propiciam a

dispersividade das particulas de argila.

Além das caracteristicas do fluido percolante, o conhecimento da composi¢cao
mineraldgica do solo também é essencial para a previsdo de propensao a dispersao
de material, visto que a mineralogia afeta o tamanho das particulas e a superficie
especifica do solo. Solos com maior porcentagem de particulas finas estdo mais
sujeitos aos efeitos da disperséo, devido a sensibilidade das particulas menores aos
ions de sodio trocaveis (DAOUD e ROBERT, 1992). Esses lons monovalentes,
intensamente hidratados, além de nao serem fortemente retidos pela superficie
micelar, ndo sd&o capazes de reduzir a eletronegatividade da camada dupla,
contribuindo com a repulsividade entre as particulas (SENGIK e ALBUQUERQUE,
2003).

Os efeitos da dispersdo das argilas sdo amplamente conhecidos em estudos
na area das Ciéncias do Solo. Essas pesquisas, normalmente, sdo voltadas a
analise da interferéncia da qualidade da agua de irrigacdo na condutividade
hidraulica, onde € conhecido que a reducdo da infiltracdo esta associada a taxa de
adsorgao de sodio (RAS) e a mineralogia dos solos. O acréscimo da RAS ocasiona
o aumento da dispersao de argilas e, consequentemente, a obstrugdo dos poros
disponiveis para o fluxo. Os solos mais finos, devido a porcentagem de particulas de
argila, s&o mais susceptiveis a quedas nas taxas de infiltragdo (YOUSAF et al.,1987;
AYERS e WESTCOT, 1991; FREIRE et al., 2003).

A reducdo de porosidade também é influenciada pelas caracteristicas das
particulas mais grossas. Os gréos de areia possuem microlocais favoraveis a
deposigao das argilas, condicao proporcionada pelo formato e textura das particulas

arenosas, com a presenga de muitas arestas. Todas essas caracteristicas
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concorrem para a formacao de sitios de deposigdo de argila e matéria organica
(ALMEIDA NETO, 2007).

Andrade e Cruciani (1996) ressaltam que a presenga de argilo-minerais de alta
atividade, que resultem em expansdes, também influenciam na reducédo das taxas
de infiltragdo em solos. A expansao causa o fechamento dos poros, reduzindo a
condutividade hidraulica. Além do mais, as pressdes de expansao, empurram as
particulas de argila de encontro umas as outras, proporcionando a repulsdo das

mesmas.

Além do impacto da dispersédo das argilas nas taxas de infiltragdo, essa ainda
impacta nas atividades microbiolégicas do meio. Particulas minerais primarias
tendem a formar microaglomerados e esses, por sua vez, formam aglomerados
maiores, de forma a manter uma estrutura hierarquica, a qual desempenha um papel
fundamental nos transportes de gases e fluidos no solo, desenvolvendo um
importante papel no desenvolvimento de microrganismos. Os microagregados séo
formados por dominio de particulas argilosas, as quais podem se aglutinar em torno
de células ou colénias microbianas. A camada formada pelos microagregados serve
de protegdo aos microrganismos, favorecendo suas atividades no solo (SNYDER e
VAZQUEZ, 2005).

A formacédo de microagregados do solo e a disposi¢cao dos poros refletem na
forma como os microrganismos reagem com o ambiente, sendo fundamental para a
dindmica das comunidades microbianas (MORRIS e BLACKWOOD, 2015). Dessa
forma, grande parte da biomassa microbiana dos solos pode ser encontrada
associada a microagregados (SNYDER e VAZQUEZ, 2005).

A interpretacdo dos fenémenos envolvidos durante a percolagdo de uma
determinada substancia em um solo, o que inclui o fenbmeno de dispersdo e seus
efeitos, pode ser realizada através da aplicacdo de ensaios de coluna associado a

ensaios de caracterizagao do solo e do fluido.
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25 ENSAIOS DE COLUNA

Os parametros de transporte que descrevem a migracao de uma determinada
substancia em um meio poroso podem ser obtidos através de ensaios de coluna
realizados em laboratério, os quais permitem a simulagao de fluxo de contaminantes
em condi¢des proximas as condigcdes de campo. Sao ensaios de simples execugao,
porém demandam longos periodos e requerem medigdes periddicas durante sua
realizagdo (AZEVEDO et al., 2005; NAKA et al., 2016).

O ensaio de coluna pode ser considerado como uma adaptacao do ensaio de
permeabilidade, possibilitando, além da medicdo da vazédo do efluente no solo, a
determinagao da concentragdo da espécie quimica com o tempo, o que permite a
construcado da curva de chegada do contaminante. Originalmente, esse ensaio foi
idealizado para analises em amostras de solo saturadas, onde, em condi¢des
estacionarias, o tempo pode ser convertido no numero de volumes de vazios
percolados. Existem variadas formas de montagem do ensaio de coluna, porém
todas consistem em um reservatério de entrada que contém a substancia percolante
desejada, uma coluna de solo, compactada ou constituida de amostra indeformada,
na qual a substancia sera percolada, e um reservatério de coleta. (BARBOSA et al.,
2015).

Durante a percolagao do fluido estudado na coluna de solo, analises devem ser
realizadas para a quantificacdo de determinada substancia contida na solugdo em
estudo, o que permite a comparagao das concentragdes da substancia analisada, na
entrada do reservatério e apds a percolagdo no solo, na saida da coluna. Essas
analises possibilitam a obten¢do de dados para a plotagem da curva de chegada do
contaminante e a interpretagdo da capacidade do material em retardar, ou mesmo
reter, determinada substancia (LEITE, 2000).

O objetivo principal do ensaio de coluna é a determinagao dos parametros Rq
(fator de retardamento) e Dy, (coeficiente de dispersdo hidrodinamica), os quais s&o
obtidos por ajuste da curva de concentracdo baseado em adequadas solugdes

analiticas ou numéricas para o caso em estudo (SHACKELFORD, 1994).
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A obtencdo do R4 € comumente obtida através da correlacdo do valor de
concentragéo (C/Co) na curva de chegada correspondente a um volume de poros de
0,5. Shackelford (1995) evidencia contudo que, no caso de fluxos a baixas
velocidades, caracteristica predominante em solos finos, a estimativa do valor de Ry
nao pode ser realizada conforme essa consideracdo. Em baixas taxas de fluxo, a
dispersao hidrodinamica é mais influente que os processos de adveccdo. Essa

relacdo pode ser avaliada através do numero de Peclet (P.), Equacéo 1.

Onde:

vs = Velocidade média de fluxo (L/T);
L= Comprimento da coluna (L);

Dy = Coeficiente de dispersao hidrodinamica (L*T).

Para os casos em que P.<1, o Ry pode ser obtido pelo calculo da area sobre a
curva de chegada do contaminante em condigdes de obtencao da estabilizagdo das
concentragdes (C/Co=1) (SHACKELFORD, 1995).

2.5.1 Modelagem da curva de chegada

Diversas solugdes analiticas foram desenvolvidas para modelar o transporte de
substancias, através de equacgdes diferenciais que levam em conta os diversos
fenbmenos que ocorrem no meio poroso além dos conceitos de conservacado da

massa, energia e momento. As solugdes destas equagdes dependem da aplicagao
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de condigbes de contorno as quais devem ser apropriadas ao caso pratico de estudo
(VAN GENUCHTEN e PARKER, 1984).

Van Genuchten (1981) apresenta solu¢des analiticas para a equagao
unidimensional de advecc¢ao/dispersao, considerando diferentes condicdes iniciais e
de contorno para o solo, além de apresentar solugdes que incluem termos que
estimam os efeitos de adsorg¢ao, producao de ordem zero e decaimento de primeira
ordem. Devido a principal hipotese dessa pesquisa basear-se na ocorréncia de
atividades biodegradadoras no solo estudado, a modelagem da curva de chegada foi
realizada considerando-se a Equagao 2 (VAN GENUCHTEN, 1981; BEAR, 1972), a

qual é acoplada de um termo de decaimento:

c_1 oxp | YS—U-2 fe Ryz—ut +1e (vs+u).z e R,z+ut 5
L _1 ' i e | M

C, 2 2D, 2D, R, || 2| 2, 2D, Ryt 2)
Onde:

Co = concentracao de soluto no reservatorio (M/L3);

C = massa de soluto por unidade de volume de fluido passando por uma dada
secgao transversal durante um intervalo de tempo (M/L3);

v, =velocidade média de agua nos poros (L/T);
z = distancia (L);

t = tempo (T).

O termo u, expresso pela da Equacgao 3, esta vinculado de uma constante de
decaimento de primeira ordem (p):
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1
uzvs[l+74p2Dh ]2 (3)
%

A Equacéo 2 é adotada na forma incremental, conforme a Equacao 4:

aC_1f . =2
c, 2

X3
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Onde:
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O efeito do decaimento nas concentragcbes de substancias orgéanicas pela
ocorréncia de atividade biodegradadora ndo € bem representado pelo emprego de
termos de primeira ordem. Os resultados dessa atividade podem ser reproduzidos
pela aplicagdo de modelagens cinéticas nao lineares, sendo comumente adotadas
as formulagdes cinéticas de Monod (1949) (COUTO e MALTA, 2006). Essa
formulacao considera que a taxa de biotransformacdo aumenta com o acréscimo de
concentragdo do substrato, sendo limitada por uma taxa maxima de degradacgao
(BEKINS, WARREN e GODSY, 1998).

Os parametros envolvidos na simulacdo dos efeitos da biorremediagao
intrinseca, além da formulacédo hiperbdlica de Monod, dificultam a modelagem de
uma solucao genérica considerando a cinética de degradacgao através da aplicagéo
da equacgao de advecgao/dispersao (ALVAREZ e ILLMAN, 2005).
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Dessa forma, neste trabalho adotam-se as consideracbes para o termo de
decaimento propostas por Lima (2018), em que o coeficiente de decaimento (p)
assume uma funcgdo logistica, podendo ser interpretado como um indicativo da
cinética de biodegradacao. Além dessas modificagdes, para a melhor adequacgao da
modelagem aos dados experimentais obtidos, considerou-se a variagdo da
velocidade e do coeficiente de dispersao hidrodindmica com relacido ao tempo de

ensaio.

A formulacéo adotada para p € apresentada pela Equacéao 9.

_ Aumdx
T (9)

Onde:

Umax = Valor para o qual o coeficiente de decaimento torna-se constante (T);
B = constante relacionada a velocidade do crescimento de p (T™);
t = tempo total de ensaio (T);

t1 = tempo o qual o médulo de p é igual a 0,5 de Pmax (T).

A Figura 1 apresenta a variacdo do coeficiente de decaimento proposto por
Lima (2018), com relacdo ao tempo. E considerado que a degradagdo ocorre até um
valor de Pmax, @ partir do qual o decaimento torna-se constante. Considerando a
possivel ocorréncia de atividade degradadora microbiolégica, o valor de pmsx esta

relacionado com a estabilizagdo da taxa de crescimento dos microrganismos.

Vale ressaltar que a consideracdo do tempo de biodegradagdo na modelagem
do transporte de contaminantes é fundamental para a previsao da eficacia da técnica
de biorremediagao intrinseca, estando esse tempo relacionado com a cinética de
biodegradacdo, a qual depende da concentracdo e distribuicdo da substancia

organica no meio, dos tipos de microrganismos presentes no solo, e, para as
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condicbes de degradagao aerobias,

a difusdo de oxigénio nos agregados
(DHAWAN, ERICKSON e FAN, 1993; CUTRIGHT, 1995).

Figura 1. Curva de variagédo do coeficiente de decaimento

pmax

/

/

0,5umax

W (1/s)

t0

t1 Tempo ()
Fonte: Lima (2018)
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3 METODOLOGIA

Os procedimentos metodoldgicos aplicados nesta pesquisa estdo detalhados

no fluxograma constante da Figura 2.

Figura 2. Etapas da Metodologia
Etapa 1
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Fonte: Autora (2018)

Como apresentado, a parte experimental desta pesquisa pode ser dividida em
duas etapas: uma etapa inicial de caracterizacdo dos materiais e uma segunda

etapa, que consiste no emprego dos ensaios de colunas e posterior analises das
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amostras coletadas. Os itens a seguir detalham os ensaios, materiais e

equipamentos empregados nas diferentes fases deste trabalho.

3.1 SOLO

O solo utilizado nessa pesquisa foi coletado no campo terrestre de exploragao

de petroleo (onshore) pertencente a Bacia Potiguar, numa area

de coleta localizada

no municipio de Macau-RN. A Figura 3 €& uma adaptagdo do mapa de

reconhecimento dos solos do municipio de Macau/RN, elaborado pela EMBRAPA

(1971).

Figura 3. Area de coleta do solo no municipio de Macau-RN
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Fonte: Adaptado de Embrapa (1971)
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Foram extraidas amostras nas imediagdes de faixas de dutos de transporte de
producdo de petréleo (Figura 4), as margens de rio intermitente que cruza o
oleoduto. O material coletado foi acondicionado em sacos plasticos e transportado
para o laboratério de Geotecnia Ambiental (GEOAMB) da Universidade Federal da
Bahia (UFBA).

Figura 4. Local de coleta do solo recolhido para a presente pesquisa

Fonte: GEOAMB (2016)

A escolha desse solo, denominado solo varzea, baseou-se em um estudo
realizado anteriormente a essa pesquisa, por Lima (2018). O autor constatou para o
mesmo solo, com o uso de ensaios de coluna, decaimentos nas concentragdes de
HTP gerados nas curvas de chegada. Esse resultado fez surgir a hipétese de que a
migragao do fluido no solo estudado sofria influéncia de fatores que ndo podiam ser
explicados através, somente, de fendbmenos fisicos, observando-se a possibilidade

de influéncia no transporte do contaminante no solo de processos bioldgicos que
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propiciassem o0 seu decaimento. A seguir sdo descritos os procedimentos

empregados na caracterizagdo das amostras de solo coletadas.

3.1.1 Caracterizacao geotécnica do solo

Os ensaios de caracterizagdo geotécnica do solo foram realizados no
Laboratdrio de Solos da Universidade Catélica de Salvador (UCSal), para determinar
a distribuicdo granulométrica (NBR 7181:2016), o limite de liquidez (NBR 6459:2016)
e o limite de plasticidade (NBR 7180:2016). Os resultados obtidos foram suficientes
para a classificagdo do solo de acordo com o Sistema Unificado de Classificagao
dos Solos (SUCS) e a NBR 6502 (1995).

3.1.2 Ensaio de compactagao

Esse ensaio foi realizado no Laboratério de Solos da Universidade Catdlica de
Salvador (UCSal), para a obtencdo de parametros 6timos de compactagcado: Wsm
(Umidade otima) e pamax (Massa especifica seca maxima). A compactagao foi
realizada na energia do Proctor Normal, conforme os procedimentos descritos na
NBR 7182 (2016).

3.1.3 Caracterizagédo quimica e mineraldgica dos solos

As técnicas utilizadas para a caracterizagdo mineraldgica das amostras de solo
empregadas neste estudo foram a Fluorescéncia de Raios-X (FRX) e a Difratometria

de Raios-X (DRX), esses métodos sao apresentados nos subitens abaixo:
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3.1.3.1  Fluorescéncia de Raios-X (FRX)

A analise por fluorescéncia de raios-X (FRX) € um método qualitativo e
quantitativo, baseado na medida das intensidades e do numero de raios-X
caracteristicos emitidos pelos elementos que constituem a amostra e detectados por
unidade de tempo, quando a amostra é excitada por particulas como elétrons,
protons ou ions produzidos em aceleradores de particulas ou ondas
eletromagnéticas, além do processo mais utilizado que € através de tubos de raios-X
(MELO JUNIOR, 2007).

Esse ensaio foi realizado no GEOAMB/UFBA, conforme a ASTM E1621 (2013),
com o uso de um espectrometro portatil de fluorescéncia de Raios-X, modelo X-MET
7500, da Oxford Instruments®, permitindo a analise da constituicdo do solo pela

deteccdo dos elementos leves e com numeros atdmicos superiores a 10.

Amostras de solo com massa aproximada de 100 gramas foram
acondicionadas em pequenos sacos plasticos de espessura fina, os quais foram
apoiados em uma bancada. Em seguida posicionou-se o espectrometro, deixando-o
em contato com o saco durante aproximadamente 15 segundos (Figura 5). Para
melhores resultados optou-se por ensaiar 3 amostras do solo para determinagao da
composi¢cao atdbmica por FRX. Para cada amostra de solo o procedimento foi
repetido dez vezes e os valores médios das concentragdes dos principais elementos

identificados.
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Figura 5. Realizacao de ensaio de FRX em amostra de solo varzea

Fonte: Autora (2018)

3.1.3.2 Difratometria de Raios-X (DRX)

A técnica de difracdo de raio-X consiste na incidéncia de uma radiagdo sobre
um conjunto de planos cristalinos, possibilitando a detecgédo de suas fases. Os feixes
refletidos por dois planos subsequentes apresentam o fenbmeno da difragao.
Quando a diferengca entre seus caminhos oticos for um numero inteiro de
comprimentos de onda, havera superposigcdo construtiva (um feixe de raios-X
difratado € observado); caso contrario, havera superposicédo destrutiva e ndo se

observara qualquer sinal de raios-X (PICCOLI et al., 2015).

Esse ensaio foi realizado pelo Laboratério de Ensaios em Durabilidade dos
Materiais (LEDMA), da Universidade Federal da Bahia (UFBA), possibilitando a

caracterizagao mineraldgica do solo estudado.
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3.1.4 Caracterizacao Fisico-Quimica do Solo

As analises de caracterizacado fisico-quimica do solo foram realizadas em
unidades laboratoriais do LEPETRO — Exceléncia em Geoquimica: Petréleo, Energia
e Meio Ambiente, complexo laboratorial localizado no Instituto de Geociéncias
(IGEQ) da Universidade Federal da Bahia (UFBA). Os procedimentos metodolégicos

utilizados sao detalhados nos itens 3.1.4.1 a 3.1.4.5.

3.1.4.1 Determinagédo de Foésforo no Solo

A determinacdo do teor de fosforo do solo, importante para os estudos
bioldgicos, foi realizada através do método de espectrofotometria, conforme o
procedimento descrito no Manual de Métodos de Analise de Solos da EMBRAPA
(TEIXEIRA et al., 2017). Conforme essa metodologia, uma amostra de 0,4g de solo
foi misturada em um tubo com 10mL de HCI. O tubo foi agitado por 16h em mesa

agitadora (Figura 6), sendo posteriormente centrifugado por 15 min a 3000 RPM.

Figura 6. Foto exemplificando fase de agitagdo da amostra de solo para analise de fésforo
S P

Fonte: Autora (2018)
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Uma aliquota de 1,0mL foi retirada e misturada com 0,8mL de solugao acida
(molibdato e tartarato), 10mL de agua deionizada e 0,2mL de acido ascoérbico, em
um tubo de ensaio. A mistura foi agitada e depois posta em repouso por 10 min. A

determinacao do teor de foésforo foi realizada em um espectrofotdmetro em 880nm.

3.1.4.2 Determinagéo de Nitrogénio Total

O teor de nitrogénio total do solo foi determinado através do método de
determinagcdo Dumas, com o emprego do equipamento analisador de nitrogénio da
LECO Corporation (modelo FP628). Uma amostra de 250mg de solo foi destorroada
e embrulhada em uma folha de estanho. Apds calibragao do equipamento a amostra
foi inserida no carrossel amostrador do aparelho, sendo realizada a leitura da

porcentagem de nitrogénio do solo.

3.1.4.3 Determinag¢éo do pH

O pH do solo foi aferido através de um medidor multiparamétrico de bancada
da HANNA Instruments (modelo HI5521). Inicialmente as amostras de solo foram
preparadas para a realizagao da leitura de pH no instrumento, através da diluicao de
10g do solo coletado em 25mL de agua ultra pura. A amostra ficou em repouso
durante 1h, proporcionando o decantamento das particulas do solo. Apds a devida
calibragédo do instrumento, agitou-se a mistura do solo com a agua e, em seguida, o
eletrodo de medig¢ao de pH foi inserido no becker contendo o material. Aguardou-se
a estabilizacdo do aparelho e a medicéo do valor de pH, o qual foi aferido na tela do
instrumento. Parte das etapas realizadas nesse ensaio podem ser visualizadas na

Figura 7.
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Figura 7. Medigéo de pH do solo de varzea, realizada no LEPETRO/IGEO/UFBA

Fonte: Autora (2018)

3.1.4.4 Teor de Matéria Organica por identificagdo dos Sdlidos Totais Volateis
(STV)

A determinagao do teor matéria organica foi realizada através do Método dos
Solidos Totais Volateis (STV), ou método da mufla. Retirou-se trés amostras de solo,
com aproximadamente 70g de massa, sendo essas amostras colocadas em
cadinhos de porcelana e levadas a estufa a 70°C por dois dias. Em seguida
calcinou-se as amostras em mufla a 600°C, por duas horas. Os STV sao obtidos
pela diferenca de massa entre a amostra apos secagem em mufla e a massa apos

secagem em estufa, a 70°C.
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3.1.4.5 Concentragdo de HTPs das amostras de solo

Esse parémetro foi determinado no laboratério LEPETRO/IGEO/UFBA, pela
aplicacao da técnica de extracao em soxhlet, através do método EPA 3540-C, o qual

possibilita a extragcdo de compostos organicos de sdélidos, como o solo.

O ensaio foi realizado em triplicata, com aplicacdo da extragdo em amostras de
10g de solo, previamente secas em liofilizador, seguido da mistura das mesmas com
300mL do solvente hexano, em tubos extratores, os quais foram interligados a
sistemas de soxhlet. Apds o tempo necessario para a extragao, o fluido recolhido
nos balbes foi concentrado em um rotaevaporador, sendo posteriormente os extratos
avolumados em vials de 2mL, os quais foram inseridos em um cromatografo a gas
com detector de ionizagdo por chama (CG/DIC), possibilitando a determinagdo das
concentragcbes de HTP das amostras. A Figura 8 apresenta algumas etapas desse

ensaio:

Figura 8. Visualizagdo de parte das etapas para determinagédo da concentracdo de HTP do

solo de varzea coletado para este trabalho

Fonte: Autora (2018)
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3.1.5 Analise Microbiologica

Os ensaios microbiolégicos adotados nessa etapa foram também realizados
em unidades laboratoriais do LEPETRO/IGEO/UFBA. A caracterizagao
microbiolégica do solo consistiu no cultivo de fungos e bactérias em placas contendo
o0 meio de cultura necessario para o desenvolvimento desses microrganismos,
seguido da contagem das unidades formadoras de colbénias (UFC). Os ensaios

microbiolégicos adotados nessa etapa sdo detalhados nos itens 3.1.5.1 ¢ 3.1.5.2.

3.1.5.1 Cultivo e contagem de bactérias

As analises foram realizadas em triplicata, seguindo-se a metodologia de
diluicdo seriada por microgotas (ROMEIRO, 2011). Inicialmente todas as solugdes,
meios e vidrarias, foram devidamente autoclavados. Utilizou-se para cada analise
25g de amostra de solo, a qual foi diluida em um Erlenmeyer contendo 250mL de
solucao salina (2,25g de NaCl, 0,750mL de Tween 80 e 250mL de agua destilada).
Posteriormente foi transferido 0,1mL dessa mistura para o primeiro tubo de
Eppendorf contendo 0,9mL de solugao salina, o qual foi seguidamente agitado em
agitador tipo vortex para homogenizacdo da solugdo. Outra aliquota de mesmo
volume foi retirada desse tubo de Eppendorf e transferida para um de nivel de
diluicdo superior. Esse procedimento foi repetido sucessivamente até a diluicao de
10%. A partir de cada tubo de Eppendorf foi retirada uma aliquota de 10uL, utilizada
para produzir quatro gotas, dispostas espacadamente em uma placa de Petri

contendo meio de cultivo Agar Nutriente.

Para facilitar o procedimento de contagem, cada placa de Petri foi dividida em
quatro quadrantes, onde cada um representa uma diluigdo, o que resultou na
utilizacao de duas placas de Petri para cada amostra do solo. As placas foram
incubadas por 48 h a 30°C. A contagem foi realizada ap6s 24 h e 48 h de incubacao.
A Figura 9 apresenta as placas com cultivo de bactérias, realizado na caracterizagao

do solo, e o procedimento adotado na contagem. O numero de coldnias de bactérias



39

foi obtido em termos de unidades formadoras de colbnias, detectadas através da
contagem, por grama de solo, através da aplicagdo da Equagéo 11.

1 X 1 (11)
nivel dedilui¢do volume da aliquota

UFC=média x

Figura 9. Parte do processo de cultivo e contagem de bactérias do solo varzea utilizado

neste trabalho

Fonte: Autora (2019)

3.1.56.2 Cultivo e Contagem de Fungos

A metodologia baseou-se no procedimento de diluicdo seriada proposto por
Gerba e Pepper (2004), com analises em ftriplicata. As solugdes utilizadas, os meios
e as vidrarias foram previamente autoclavadas. Amostras de 10g de solo foram
diluidas em 95mL de solucéo salina (95g de NaCL e 95mL de agua destilada) em
Erlenmayer. Inicialmente retirou-se uma aliquota de 1 mL dessa diluigao e transferiu-
se para um tubo contendo 9mL de agua deionizada. Esse tubo passou por agitagéo

em agitador tipo vortex para homogeneizagao da mistura, sendo posteriormente feita
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a transferéncia de 1mL para um segundo tubo contendo 9mL de solucdo salina, e
assim sucessivamente até a diluicdo 10°. De cada diluigdo foi retirado 1mL da

mesma e vertido para uma placa de Petri esterilizada.

Em seguida, o meio de cultivo Agar Sabouraud foi vertido para cada placa Petri
contendo o indculo, através da técnica Pour Plate. Posteriormente, as placas foram
suavemente agitadas para distribuir o agar e o inéculo através do fundo das
mesmas. As placas ficaram em repouso para que ocorresse a solidificacdo do meio,
e foram inseridas de cabeca para baixo na incubadora. Os cultivos foram verificados
ap6s um periodo de incubacao de 7 dias, a temperatura de 30°C. No procedimento

de contagem realizou-se a mesma metodologia descrita na contagem de bactérias.

A Figura 10 apresenta as placas com cultivo de fungos em todas as diluicdes
realizadas para as trés amostras de solo verificadas na fase de caracterizagdo. As
placas sdo exibidas da menor diluicdo para a maior diluigdo, no sentido da esquerda

para a direita.
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Figura 10. Placas com cultivo de fungos obtidos na etapa de caracterizagéo do solo varzea

Fonte: Autora (2019)

3.2 FLUIDO UTILIZADO

A agua de produgéo utilizada nesta pesquisa foi produzida no GEOAMB/UFBA
através da mistura mecanica de 2% de petroleo oriundo da area de estudo, agua
deionizada e adi¢cao de 1g/L de NaCl (Cloreto de Sddio). Gerou-se um volume de
250L, o qual foi acondicionado em um reservatério de 310L, previamente tratado
com Extran Neutro a 5%. A Figura 11 permite que seja verificada parte do processo
de armazenamento da agua de producéo sintética.
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Figura 11. Visualizacdo de parte do processo de armazenamento da agua de producao
sintética utilizada neste trabalho

Fonte: Autora (2018)

Tornou-se necessario a aplicacdo de ensaios de caracterizagao para verificar a
proximidade dos valores de algumas propriedades da agua de produgdo sintética,
como salinidade, condutividade elétrica, viscosidade e concentracdo de
hidrocarbonetos, com relagdo aos valores observados no fluido de produgao

proveniente da regido de origem das amostras de solo, utilizado por Lima (2018).

3.2.1 Caracterizacdo da Agua Produzida
3.2.1.1 Viscosidade

A viscosidade da agua de produgéao foi medida no GEOAMB/UFBA, através do

uso de um viscosimetro rotacional modelo Digital DVET da Braseq Tecnologia, o
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qual mede o torque necessario para girar um elemento imerso (o fuso) em um fluido.

A medida final € dada em viscosidade.

A mediacao de viscosidade nesse aparelho é normatizada pela ASTM D4016-
14. De acordo com o manual de utilizacdo do equipamento, a escolha do fuso e da
velocidade a ser aplicada no ensaio deve ser feita conforme a viscosidade aparente
do fluido, considerando-se que o valor de viscosidade esperado deve ser
inversamente proporcional ao tamanho do fuso, e a velocidade de rotagédo. Dessa
forma, ao ser observado visualmente que a viscosidade da agua de produgéo
ensaiada aproximava-se da viscosidade da agua, optou-se por escolher a maior
velocidade de rotacao disponivel no aparelho (60 RPM) e o fuso de maior diametro
(fuso ULA).

Foram realizadas medidas para as temperaturas de 20°C, 30°C e 40°C,
através do acoplamento ao viscosimetro de um banho térmico (Modelo TC-550,
Brookfield, USA), o que permitiu a verificagdo do comportamento do fluido a
diferentes temperaturas. Parte do processo de medigdo da viscosidade da agua de
producao trabalhada pode ser visto na Figura 12, quando foi utilizado o equipamento

viscosimetro, para tal fim.
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Figura 12. Equipamento viscosimetro utilizado para analises de viscosidade das amostras
de agua de producéo obtidas no GEOAMB/UFBA

Fonte: Autora (2018)

3.2.1.2 Massa Especifica

A massa especifica da agua de produgdo utilizada nos experimentos foi
aferida, a temperatura de 20 °C, por meio de um tensibmetro de bancada (Modelo
EasyDyne, Kruss), o qual permite a realizagdo da medida de massa especifica

simultaneamente a medicao de tensao superficial do fluido.

3.2.1.3 Tenséo Supefficial

A tensao superficial do fluido foi aferida no GEOAMB/ UFBA, com o uso de um
tensibmetro de bancada (Modelo EasyDyne, Kruss) acoplado a um banho térmico
(Modelo TC-550, Broolfield, USA) para controle da temperatura. As analises foram
realizadas nas temperaturas de 20°C, 30°C e 40°C. As temperaturas dos fluidos

foram checadas utilizando-se um Alicate Amperimetro (True-RMS Fluke 323, Fluke).
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Para a determinacao da tensao superficial empregou-se o método do anel (Du
Nouy), normatizado pela ASTM D971-12, que consiste na utilizagcdo um anel de
platina, por ser quimicamente inerte, para a medida da forga de contato do mesmo
com o liquido analisado. A Figura 13 ilustra parte do ensaio de medi¢cao da tensao
superficial da agua de producgao, com utilizacdo de equipamento empregado para

afericdo dessa tenséo.

Figura 13. Equipamento utilizado para afericdo da tensao superficial da agua de producao

analisada no presente trabalho

Fonte: Autora (2019)

3.2.1.4 Condutividade Elétrica, pH e Salinidade.

Esses parametros foram medidos no LEPETRO/IGEO/UFBA através de um
medidor multiparametros, da HANNA instruments (modelo HI5521). Inicialmente o
eletrodo para medicao de pH foi inserido em um becker contendo a agua de

producao (Figura 15) e, apos estabilizacdo da medic¢ao, o valor de pH foi aferido na
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tela do aparelho. Para a medi¢cao da condutividade elétrica e da salinidade, outro
eletrodo foi inserido no becker com a amostra do fluido, permitindo a leitura desses

parametros.

Figura 14. Visualizacdo de parte do processo de medicao de pH da agua de producéao

analisada neste trabalho, com utilizagdo de equipamento empregado com essa finalidade

Fonte: Autora (2018)

3.2.1.5 Concentragdo de HTP na agua de produgéo sintética

A extracdo de HTP foi realizada pela técnica de extracao liquido/liquido,
conforme o método EPA 3510C, desenvolvido pela Agéncia de Protecdo Ambiental
dos Estados Unidos (USEPA).

Essa analise foi realizada em triplicata, para obtengdo de resultados mais
confiaveis. Aliquotas de 700mL da agua de producao foram retiradas do tanque de
armazenamento, no GEOAMB/UFBA, armazenadas em frascos de vidro e

posteriormente levadas para a realizagdo da extragcdo no LEPETRO/IGEO/UFBA.
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Cada amostra foi inserida em um funil de extragdo com torneira, com
capacidade de 1000mL, para realizagdo da filtragem (na Figura 14 podem ser
observadas fases desse procedimento de filtragem). Inicialmente cada espécime foi
misturada com 30mL de Diclorometano (DCM). O funil de extragao foi agitado por 3
min, e, apés a agitacdo esperou-se a divisdo da fase orgéanica da fase aquosa,
sendo aberta a torneira para filtrar a fase organica em um funil contendo algodéo e
sulfato de sddio, que foi posteriormente colocado sobre um baldo para recolhimento
do material filtrado. Esse procedimento foi repetido por mais duas vezes, totalizando
uma mistura de cada amostra com 90mL de DCM. Apds esse processo, o balao
contendo o filtrado das amostras, foi concentrado em um rotaevaporador. O volume
resultante no baldo foi transferido para um vial, de massa conhecida, com
capacidade de 2mL, o qual passou por processo de secagem, com auxilio de jato de

nitrogénio, sendo posteriormente pesado, avolumado com 0,5mL de DCM.

Figura 1?. Etapas da extracéo de HTP da agua de producéo utilizada na presente pesquisa
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Fonte: Autora (2018)
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Na sequéncia do procedimento analitico realizou-se a leitura de concentragéao
de HTP dos extratos em um cromatdografo a gas com detector de ionizagdo por
chama (CG/DIC).
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3.2.1.6 Analise Microbiolbgica
3.2.1.6.1 Cultivo e contagem de bactérias

As anadlises foram realizadas em ftriplicata. Optou-se por ndo empregar
procedimentos de diluicdo nem filtragdo, devido as caracteristicas do fluido
analisado, como a alta salinidade, o que possibilitou a obtencdo de unidades
quantificaveis de microrganismos sem realizagado da diluicdo seriada. Dessa forma
quatro aliquotas de 10uL do fluido foram vertidas para uma placa de Petri contendo

meio de cultivo Agar Nutriente.

A contagem foi realizada conforme a mesma metodologia aplicada para a
contagem de UFC no solo. Parte do procedimento adotado para o cultivo das
bactérias da agua de produgdo na fase de caracterizagdo pode ser visto na Figura
16. A Figura 17 apresenta a evolugdo dos microrganismos da agua de produgao

apos 24h e 48h de incubagao.

Figura 16. Foto exemplificando parte dos procedimentos adotados para o cultivo de
bactérias da agua de producéo ensaiada

a) Microgotas retirag@l¥% amostra de fluido e | b) Meio sendo vertido

Fonte: Autora (2019)
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Figura 17. Visualizacdo de parte do processo de contagem de bactérias da agua de

producdo ensaiada

organismos apos 48h

a) Microrgai
Fonte: Autora (2019)

3.2.1.6.2 Cultivo e contagem de fungos

Devido as caracteristicas do fluido, como a alta salinidade, optou-se por nao
realizar procedimentos de diluicdo nem filtragem, sendo vertido 1mL do fluido para
cada uma das trés placas de Petri. Posteriormente, transferiu-se para cada placa o
meio de cultivo Agar Sabouraud (método Pour Plate), seguindo-se o mesmo
procedimento realizado no cultivo de fungos no solo. Os fungos obtidos na
caracterizagdo da agua de produgdo sintética, apds incubagdo durante 7 dias,

podem ser visto na Figura 18.
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Figura 18. Fungos cultivados em placas, obtidos da agua de producao, durante a etapa de

caraterizacao

Fonte: Autora (2019)

3.3 ENSAIOS DE COLUNA

Para propiciar uma melhor comparacao dos resultados obtidos nos ensaio de
coluna e nas analises microbiolégicas, adotou-se a realizagdo de 4 ensaios
simultdneos. Trés ensaios constituidos pela percolagdo da agua de produgao
sintética em colunas de solo e um experimento de controle, com a percolagéo de
agua destilada. Todas as etapas necessarias para a execugao desses ensaios serao

descritas detalhadamente nos subitens a seguir.

3.3.1 Constituintes do Equipamento

A montagem experimental dos ensaios de coluna adotados neste trabalho,
consistiu em um sistema composto por torre, reservatério e colunas de percolagao,
estrutura apresentada na Figura 19. Esse sistema foi semelhante aquele utilizado

em ensaios de coluna desenvolvidos anteriormente no GEOAMB/UFBA.
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Figura 19. Estrutura da montagem do ensaio de coluna utilizado neste trabalho para
percolacao de fluidos em colunas de solo

Tirante de
Torre
sustentacdo < s |
Reservatorio > Abracadeira
Mariotte i
Mangueira de
ahastecimento '
T | Coluna de
percolagdo
Bandeja de | Reservatdrio
apoio S de coleta

———

Fonte: Autora (2018)

Cada parte constituinte do equipamento é descrita e apresentada nos subitens

seguintes:

3.3.1.1 Torre

Essa parte do equipamento, apresentada na Figura 20, € responsavel pela
sustentacdo do permeametro. E formada por uma base retangular de ago, com lados
de 70cm, e uma haste tubular soldada no centro da base, de didmetro igual a 50mm.
A haste serve para a fixagdo da abragadeira do corpo de prova e da bandeja de

apoio.
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Figura 20. Visualizagdo da torre do equipamento do ensaio de coluna utilizado neste
trabalho

Fonte: Autora (2018)

3.3.1.2 Reservatorios

Inicialmente, adotou-se dois reservatérios do tipo Mariotte (um para os corpos
de prova, a serem percolados com a agua de produgdo, e outro para o corpo de
prova de controle, percolado com agua destilada). Esses reservatorios possuem por
funcdo o abastecimento do ensaio e o controle da carga hidraulica constante no topo
do corpo de prova. Para evitar a absor¢ao das particulas de 6leo pela parede do
reservatorio abastecido com a agua de produgido, optou-se por impregnar as
paredes internas do mesmo com uma camada de oleo bruto. A Figura 21 apresenta

0s reservatorios empregados na fase inicial desta pesquisa.
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Figura 21. Fotos apresentando os reservatérios dos ensaios de coluna empregados na
fase inicial deste trabalho
I

i':‘;l:l Reservatorio ‘: :

Fonte: Autora (2019)

3.3.1.3 Colunas de percolagao

As colunas de percolagao (Figura 22) consistem em colunas de ago inox com
dimensdes de 40cm de comprimento, 21,9cm diametro e 3,76mm de espessura de
parede, acopladas a cabegotes em aluminio (Figura 23) superior e inferior, os quais
proporcionam a vedagao das colunas, o abastecimento com a agua de producgéao

contida no reservatorio e a saida do fluido percolado.

Para que nao fossem criados caminhos preferenciais de fluxo (a qual ja é
dificultada pelo fato de a amostra ser compactada na proépria coluna), optou-se por
revestir a parede interna das colunas metalicas com aplicagdo de resina (adesivo
estrutural de base epdxi) e uma camada de areia, a qual foi calcinada em mufla a

600°C por 6h para eliminagao de provaveis microrganismos existentes, propiciando
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uma maior rugosidade da superficie e melhor aderéncia e compatibilidade quimica

da mesma com o solo compactado.

Figura 22. Visualizagdo das colunas metalicas para montagem do ensaio de coluna
realizado neste trabalho

Fonte: Autora (2018)
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Figura 23. Visualizagdo dos cabegotes, superior e inferior, para acoplamento na coluna
metalica utilizada nos ensaios de coluna realizados neste trabalho

Fonte: Autora (2018)

3.3.2 Compactacio dos Corpos de Prova

A compactagdo dos corpos de prova dos ensaios de coluna foi realizada
conforme os resultados de umidade 6tima e massa especifica seca maxima, obtidos

no ensaio de compactacgao, na energia do Proctor Normal.

A massa de solo correspondente a cada corpo de prova foi umidificada com 1%
acima da umidade otima, para compensar as perdas de umidade devido ao
manuseio e mistura do solo, e inserida em sacos para homogenizagao da umidade
pelo periodo de 24h. Apds esse tempo, a umidade do solo foi verificada, avaliando-
se se a mesma encontrava-se dentro do intervalo de £1% com relagdo a umidade
otima. Apds a constatagcdo da obtencdo de valores dentro desse intervalo,

prosseguiu-se com os procedimentos de compactacgao.

O tubo de ago inox foi empregado como molde do corpo de prova, sendo
encaixado no cabecote inferior. Para impedir que particulas finas se desprendessem
do corpo de prova durante o processo de fluxo e a fim de permitir a melhor

percolagdo do mesmo, evitando-se o seu acumulo na base da coluna, inseriu-se
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uma fina camada de pedrisco no cabegote inferior, e superior a essa camada foi

acoplado um filtro de geotéxtil.

Uma massa de solo equivalente a primeira camada foi disposta no interior da
coluna, sendo entdo nivelada, submetida aos golpes e escarificada para otimizar a
aderéncia entre as camadas. Os golpes foram dados com uso de soquete com altura
de queda 45cm e peso de 4,50kgf. O procedimento foi repetido até findar a
confecgdo dos corpos de prova, os quais foram vedados com filme plastico para
evitar a perda de umidade. A Tabela 2 apresenta os dados da compactagao, e a
Figura 24 mostra parte das etapas do procedimento de compactagao dos corpos de

prova.

Tabela 2 . Dados de compactacido dos corpos de prova de solo varzea

Energia de
g Massa por Camada Numero Golpes por
Compactagao Numero de camadas
K camada
(Kgf.cm/cm?) (Kg)
5,95 1,82 15 27

Fonte: Autora (2019)
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Figura 24. Visualizacdo de parte das etapas de compactacdo dos corpos de prova
realizados para os ensaios de coluna

Fonte: Autora (2019)

3.3.3 Montagem do experimento

Apds a compactacao, os corpos de prova (CPs) foram fixados nas torres de
sustentacdo. Inicialmente, com a proposta de utilizacdo dos reservatorios do tipo
Mariotte, realizou-se uma escavacdo com altura de 3cm no topo de cada CP,
permitindo o acoplamento no cabecote superior de um anel biselado com conexao
para a mangueira de saida dos reservatérios, com o objetivo de se manter o nivel de
fluido constante de 3cm sobre cada corpo de prova de acordo com o principio de
tubo de Mariotte. Para vedacao dos espacgos vazios existentes entre o topo do corpo
de prova e o encaixe do cabecote superior, aplicou-se uma quantidade de massa de
bentonita, suficiente para evitar vazamentos. A aplicagdo da bentonita é exibida na
Figura 25. As etapas de montagem das colunas descritas acima podem ser vista na
Figura 26.
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Figura 25. Visualizagdo do processo de aplicacdo de bentonita para vedagdo do espacgo
entre topo do CP e cabegote superior das colunas

Fonte: Autora (2019)

Figura 26. Visualizagdo do encaixe do cabecgote superior e do anel biselado com entrada
para a mangueira dos reservatérios
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Fonte: Autora (2019)
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Para evitar a evaporacdo do fluido sobre os corpos de prova, os mesmos
tiveram os topos vedados com papel filme. Os corpos de prova a serem percolados
com o fluido oleoso tiveram as entradas do anel biselado, encaixado sobre o
cabecote superior, interigadas as mangueiras provenientes das saidas do
reservatorio contendo a agua de producdo estudada. Ja o corpo de prova do
experimento controle, teve a entrada do anel interligada ao reservatoério abastecido

com agua destilada.

Nos cabecgotes inferiores de cada corpo de prova foram interligadas
mangueiras de pequeno didmetro, as quais possibilitaram a saida do fluido
percolado para frascos de coleta de aproximadamente 250cm® de volume. A

montagem do ensaio de coluna pode ser vista na Figura 27.

Figura 27. Visualizagdo da montagem inicial dos ensaios de coluna dos experimentos deste
trabalho

& ." TS Reservatori@gontendo agua destiladd ] . ’ / 4
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Fonte: Autora (2019)
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Realizada a montagem das colunas nas torres e a abertura das mangueiras
para a alimentacdo do sistema com os fluidos contidos nos reservatorios
empregados, verificou-se que apdés um periodo de 15 dias as variagdes de fluidos
nos dois reservatorios utilizados mantiveram-se aproximadamente nulas, o que

acarretaria um tempo muito longo de ensaio.

Como alternativa, para acelerar a percolagao propiciando o aumento da carga
hidraulica no sistema, optou-se por realizar adaptacdes de tampas metalicas para as
colunas, conforme ilustrado na Figura 28, que permitissem a aplicagcdo de presséo
de ar nos reservatorios de entrada. As tampas metalicas possuiam o’rings nas cavas
internas para proporcionar a vedagao das colunas, além de encaixes para hastes
metalicas que foram interligadas entre a tampa e o cabegote inferior, possibilitando a

fixacdo das tampas e a melhor vedacao das colunas.

Figura 28. Visualizagdo da tampa metalica encaixada na coluna de percolacdo de fluido
utilizada neste trabalho

Fonte: Autora (2019)
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Além dessas mudangas, o novo sistema acarretou o0 uso de novos
reservatorios, os quais eram constituidos de acrilico, com dimensdes de 63mm de
didmetro, 500mm de comprimento e espessura de 4mm, possibilitando o
armazenamento de cerca de 1558cm? de fluido percolante. Uma escala milimétrica
colada na parede externa do reservatério, possibilitou as medidas de variagcdes de

volume.

Os trés reservatérios a serem abastecidos com a agua de produgao tiveram
suas paredes internas impregnadas com 6leo cru, de forma a evitar a absorgéo dos
hidrocarbonetos presentes na mesma. A vedacédo dos reservatorios foi propiciada
pelo uso de uma tampa inferior, metalica, com oring na cava interna e um orificio de
saida para o fluido, o qual foi conectado na entrada central para o corpo de prova,
existente na tampa metalica da coluna, além do encaixe de uma tampa superior do
reservatorio com um orificio de entrada de linha de pressdo e uma valvula de alivio.
Os detalhes descritos dos reservatérios podem ser vistos na Figura 29. A montagem

do novo sistema para emprego dos ensaios de coluna é apresentado na Figura 30.

Figura 29. Visualizacado de detalhes do reservatério dos fluidos utilizados nos ensaios de
coluna deste trabalho

do reservatoério
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Fonte: Autora (2019)



ento

——

Fonte: Autora (2019)

3.34 Execucado das analises dos ensaios de coluna

Apds a montagem do novo aparato experimental, iniciou-se 0 ensaio com o
abastecimento dos reservatorios. A altura da coluna do fluido, em cada reservatorio,
assim como a pressao de ar aplicada, foram monitoradas periodicamente,
executando-se o controle da carga hidraulica aplicada e a observagéo da velocidade

de percolagao dos fluidos nos corpos de prova.

As cargas de pressao aplicadas variaram de acordo com a taxa de infiltragcao
detectada para cada coluna durante o experimento, de forma a manter a velocidade
de saida do fluido entre 107 e 10%cm/s, taxas que possibilitaram a execugdo do
ensaio em tempo habil, com a obtencao de coletas de aproximadamente 250mL de

fluido percolado em um periodo de 3 a 4 dias.
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O célculo de permeabilidade foi realizado aplicando-se a Lei de Darcy,
considerando-se a carga hidraulica constante, devido as diferengas de carga
advindas das variagbes dos niveis de fluido nos reservatérios, serem muito
pequenas com relagdo a carga total do sistema. O gradiente hidraulico (i) foi

determinado conforme a Equacao 10:

. P+H+L

Onde:

P = Carga de presséao aplicada em altura de coluna da agua (L);
H = Nivel de agua no reservatorio (L);

L = Comprimento da coluna de solo (L).

O fluido percolado nos quatro ensaios de coluna, foi coletado em frascos de
vidro de 250mL, que podem ser vistos na Figura 31. Esses frascos foram

devidamente identificados com o numero do corpo de prova e a data de coleta.

Posteriormente, os vasos com fluidos coletados foram refrigerados em
geladeira (6°C) até serem submetidos ao processo de quantificagdo do teor de HTP,
no LEPETRO/IGEO/UFBA, através de extracdo liquida em volumes de
aproximadamente 500mL da &agua de producdo coletada, ou seja, volume
proveniente de duas coletas consecutivas. Para a averiguagcdo dos valores de
concentracgao inicial (Co) realizou-se a retirada de amostras de fluido, diretamente
dos reservatorios durante procedimento de reabastecimento, as quais foram também

submetidas a quantificagcao do teor de HTP.
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Figura 31. Visualizagdo de parte da coleta do fluido percolado das colunas, armazenados

em vasos de 250mL

Fonte: Autora (2019)

A extracgo de HTP seguiu o método MEAOO3 desenvolvido pelo
LEPETRO/IGEO/UFBA. Esse método consiste na mistura em funil de extragdo, da
amostra de fluido com 100mL de Diclorometano, seguido de agitagdo durante 3min.
ApOs a agitagao, espera-se a separagao de fases e a mistura é filtrada em um funil
sobre um baldo de coleta. Esse processo € repetido mais 3 vezes, com a adigdo de
40mL de Diclorometano em cada uma delas. Apds a finalizagdo da extragcado, o
material contido nos baldes € concentrado em rotoevaporador, transferido para vials
de 2mL, os quais sdo submetidos a secagem e depois avolumados. Os extratos tém

suas concentragdes de HTP lidas em cromatdgrafo a gas.

Durante as extragcdes notou-se a presenga de emulsdo contendo material
argiloso nos fluidos percolados, o que pode ser verificado na Figura 32. A Figura 33
apresenta uma comparagao de emulsdes obtidas durante a extragdo de agua
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destilada coletada do corpo de prova controle e de agua de produgéo coletada de
um dos corpos prova, onde se pode observar a diferenca de tonalizagdo das duas
emulsdes, ocasionada pela forte presenca de material argiloso carreado nos corpos

de prova percoladas com a AP.

Figura 32. Visualizagdo de parte do processo de obtencdo de emulsdo formada durante
extracdo de fase oleosa de fluido percolado nas colunas de solo varzea

Fonte: Autora (2019)
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Figura 33. Visualizacdo de emulsbes formadas para diferentes corpos de prova durante
extracao liquido/liquido dos fluidos de ‘percolagéo _

-

Fonte: Autora (2019)

Outro fator relevante que foi notado durante a realizagao dos ensaios de coluna
foi a variacado nas taxas de percolagao, as quais tenderam a reduzir com o passar do
tempo dos ensaios, 0 que acarretou o emprego de aumentos de pressdes durante
todo o experimento.

Foi perceptivel a mudanga de coloragéo nos fluidos percolados contidos nos
vasos de coleta. A Figura 34 apresenta frascos com fluido percolado, em ordem
crescente de tempos de coleta. Nesses vasos pbde-se observar a deposi¢cao de
particulas finas de solo no fundo. A coluna 3 (CP3) possuiu um atraso na percolagao
com relagao as outras colunas de solo, apesar de todas terem sido compactadas na

mesma energia de compactagao, além de que, desde o primeiro volume coletado
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nesse corpo de prova, percebeu-se a presenca de particulas no fundo do mesmo
(Figura 35).

A presenca de material nos volumes percolados pode ser associado ao
fendbmeno de dispersdo das argilas, o que proporciona a obstrugdo dos poros do
solo e, consequentemente, a redugdo das taxas de infiltragcdo detectadas durante

todo o ensaio.

Figura 34. Visualizagdo na mudanca de coloracdo no fluido percolado em coluna de solo

varzea

Fonte: Autora (2019)
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Figura 35. Visualizacao de fluido percolado pelo CP3, onde nota-se a presenca de particulas
depositadas no fundo do frasco de armazenamento

Fonte: Autora (2019)

Os ensaio de coluna foram finalizados apds a obtencido da estabilizagcdo da
concentracdo de HTP da agua de produgao ensaiada no reservatorio de entrada e

de saida (estabilizacédo dos valores de C/C,).

3.3.4.1 Determinagéo dos Parametros de Interesse do Ensaio de Coluna

A curva de chegada e os parametros de migracdo de contaminante foram
determinados em funcdo dos valores de concentracdao de HTP identificados nas
amostras de fluido coletadas (C) e da concentracéo inicial do fluido contido nos
reservatérios (Co), do tempo das coletas, e do volume de poros percolados

acumulados.
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Os resultados obtidos foram plotados na forma de C/C, (concentragdo no
reservatorio de coleta/concentragao inicial), versus numero de volumes de poros

percolados (Vp) ou tempo (t).

A modelagem das curvas de chegada consistiu na aplicagdo da forma
incremental da Equacao 2 (item 2.6.1- Modelagem da curva de chegada), devido as
variagbes de velocidades detectadas durante a realizagdo dos ensaios de coluna e
as taxas variaveis de decaimentos observadas através da plotagem dos dados

coletados.

3.3.4.2 Amostras de solo para analises microbiologicas

Amostras de aproximadamente 200g de solo foram retiradas nos intervalos de
1, 15, 30, e 60 dias apods a finalizagcdo de cada ensaio de coluna para a realizagao
de ensaios microbiologicos. A Tabela 3 apresenta os procedimentos de analise

microbiolégicas realizados em cada tipo de amostra obtida:
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Tabela 3. Analises microbiologicas para cada tipo de amostra de solo

Tipo de Amostra Tempos de coleta Andlises microbiologicas

-Cultivo e contagem de

microrganismos, isolamento,

teste de oxidagcao e analise de
Solo coletado do CP1, CP2, TO (apds 1 dia de finalizacdo genética dos microrganismos
CP3, CP4 do ensaio de coluna) aprovados.

-Analise genética do

microbioma (metagendmica)

em amostra global de solo.

T1 (apos 15 dias de
finalizagdo do ensaio de

Solo coletado do CP1, CP2, coluna) -Cultivo e contagem de
CP3, CP4 T2 (ap6s 30 dias de microrganismos

finalizagdo do ensaio de

coluna)

-Cultivo e contagem de
microrganismos.

-Analise genética do
microbioma (metagendmica)
de amostras individuais de
cada corpo de prova.

T3 (ap6s 60 dias de
finalizagdo do ensaio de
coluna)

Solo coletado do CP1, CP2,
CP3, CP4

Fonte: Autora (2019)

Para a coleta das amostras de solo de cada coluna, utilizou-se um coletor de
amostras indeformadas construido em ago inoxidavel, de paredes finas e base
biselada, com 50mm de didmetro interno. Para cada coleta inseriu-se um
revestimento de PVC (liner) na parte interna do amostrador. Retirou-se os
reservatorios de cada ensaio de coluna, e a tampa superior foi aberta para a retirada
das amostras de solo, a qual foi realizada através da cravagcéo do amostrador. Apos
a coleta das amostras, a coluna foi vedada novamente, com o encaixe da tampa
superior e vedacao do orificio que dava acesso ao reservatorio. As colunas sé foram
novamente reabertas nos tempos necessarios para novas coletas, sendo sempre

vedadas apds as mesmas.

Na Figura 36 pode ser observado parte do procedimento empregado na

retirada de amostras de solo das colunas.
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Figura 36. Visualizagcado de parte do procedimento de coleta de amostras das colunas de

solo, para analises microbioldgicas

Fonte: Autora (2019)

O material coletado foi homogenizado e inserido uma parte em vasos coletores,
0s quais foram congelados com objetivo de preservar as amostras para realizagao
de analises genéticas do microbioma. Outra parte foi inserida em recipiente de
aluminio e mantida preservada durante 24h até que fossem realizadas as analises
de caracterizagdo microbiolégica. A Figura 37 apresenta como foi realizado o

armazenamento dessas amostras.
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Figura 37. Visualizagdao dos métodos de armazenamento das amostras de solo para

analises microbioldgicas

Fonte: Autora (2019)

Os ensaios microbiolégicos empregados nas amostras retiradas das colunas,

em diferentes tempos, sdo detalhados nos itens a seguir:

3.4 ANALISES MICROBIOLOGICAS DAS AMOSTRAS RETIRADAS DAS
COLUNAS DE SOLO

3.4.1 Cultivo, contagem e isolamento dos microrganismos

Realizou-se o cultivo e contagem de fungos e bactérias para as amostras
retiradas de cada corpo de prova em diferentes tempos (TO, T1, T2, T3), conforme
metodologia ja detalhada no item 3.1.5 (Analise Microbioldgica). Apds contagem das
unidades formadoras de col6nia foi feito o isolamento de cada microrganismo para

purificacado das culturas.
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Inicialmente realizou-se a identificagcao visual (através da diferenciacao de cor e
textura) dos diferentes tipos de fungos e bactérias contidas nas placas de cultivo. No
isolamento de bactérias o procedimento baseou-se na técnica de esgotamento por
estrias, utilizando uma alga de platina para a formacao da estria em placa de Petri
contendo meio de cultura Agar Nutriente em estado sélido. No isolamento de fungos
o repique foi realizado com o auxilio de uma ponteira e a amostra de fungo contida
no meio recortado foi inserida em uma placa de Petri contendo meio de cultura Agar
Sabouraud em estado soélido. As placas com cada isolado de fungo e bactéria foram
identificadas e incubadas a 30°C, durante periodo de 48h, para bactérias, e 7 dias
para fungos. Apos incubagdo, as placas foram armazenadas em geladeira até a

realizacao dos preparos necessarios para execucao dos testes de oxidacao.

A Figura 38 apresenta algumas bactérias isoladas para um dos corpos de

prova e a Figura 39 apresenta fungos isolados para o mesmo CP.
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Figura 38. Exemplificacdo de bactérias isoladas de amostra do CP2 no tempo TO

Fonte: Autora (2020)

Figura 39. Exemplificagdo de fungos isolados de amostra retirada do CP2 no tempo TO

=k

Fonte: Autora (2020)
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Os microrganismos isolados das quatro colunas de solo, provenientes das
amostras de solo extraidas no tempo TO (primeira coleta) foram submetidos a testes
de oxidagcdo, para os quais tornou-se necessaria a preparacido de suspensdes

microbianas.

O preparo das suspensdes microbianas é detalhado por Lima (2014). No
presente trabalho, um fragmento de aproximadamente 0,6cm foi recortado de cada
placa contendo isolados de fungos e bactérias, utilizando-se uma pipeta de Pauster.
Essa amostra foi transferida para um tubo de vidro contendo 5SmL de solugao salina,
o qual passou por agitagdo, durante periodo de 24h, em mesa agitadora a 200RPM
e a 30°C (Figura 40). Os procedimentos adotados nos testes de oxidagdo sao

detalhados no préximo item.

Figura 40. Visualizagdo de solu¢gdes microbianas colocadas em mesa agitadora

Fonte: Autora (2020)
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3.4.2 Testes de oxidagao

Os testes de oxidacao foram realizados para a identificagdo da potencialidade
de degradacédo da agua de produgdo ensaiada pelos fungos e bactérias isoladas.
Esse ensaio foi realizado em duas etapas, conforme procedimento adotado por Lima
et al. (2017). Na primeira etapa adicionou-se 250uL de meio Difco TM Bushnell-Haas
Broth (BH), somado a 25uL de suspensdo microbiana padronizada em 108 UFC/mL,
mais 10uL da agua de produgéo e mais 5uL do indicador DCPIP, em tubos de vidro.
Preparou-se amostras de controle negativo contendo as mesmas solugdes, com

excegao da suspensao microbiana, para cada analise.

Os tubos contendo as solugdes foram incubados por 48 h a 30°C. O indicador
utilizado (DCPIP) possui a capacidade de indicar a ocorréncia de processo de
oxidagao microbiana de hidrocarbonetos através de mudancga de coloragao azul para
incolor (DANTAS, 2017). Dessa forma analisou-se as mudancas de coloracédo de
cada solugcao preparada, através da comparacao dos tons obtidos com relagcéo aos
controles negativos, classificando a descoloragdo em porcentagens (25%, 50%, 75%
e 100%). A Figura 41 apesenta as diferentes colora¢des obtidas na primeira fase

desse teste.

Os microrganismos que alcangaram classificacdo acima de 50% de
descoloragao foram submetidos a segunda fase do teste de oxidagdo. Na segunda
etapa realizou-se a mistura de 74% (1,85mL) de meio BH, 25% (0,625mL) do
in6dculo, 1% (0,025 mL) de fonte de carbono (agua de produgao) em tubos de vidro
de 5mL, os quais foram submetidos a agitacdo por 12H a 200rpm em mesa
agitadora, a temperatura de 30°C. Apds a agitagao adicionou-se o indicador redox

DCPIP (0,080mL) prosseguindo com a incubacao das solugdes a 30°C por 24 h.

Os resultados de oxidacao foram apurados apds 12h e 24h da insergao do
indicador, classificando a descoloragdo conforme critério visual e com o auxilio de
um espectrofotdbmetro. A Figura 42 apresenta as variagdes de coloragdo obtidas

para microrganismos aprovados na segunda fase desse teste.
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Figura 41. Visualizagdo das diferentes coloracbes das amostras na primeira etapa do teste

de oxidacao

Fonte: Autora (2020)

Figura 42. Visualizagao das diferentes coloracbes das amostras na segunda fase do teste

de oxidacao

Fonte: Autora (2020)
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Na primeira fase foram ensaiados 82 microrganismos, dos quais somente 41
apresentaram 100% de descoloragao na realizagdo da segunda fase do teste de
oxidagdo, sendo detectados com capacidade de degradar a agua de produgéo
ensaiada. Esses fungos e bactérias foram submetidos a analises genéticas para

identificacdo dos géneros dos mesmos.

3.4.3 Preservagao dos Microrganismos

Para que os microrganismos possam ser utilizados em futuras pesquisas,
realizaram-se procedimentos para a preservacao dos fungos e bactérias detectados
como capazes de degradar hidrocarbonetos, conforme resultado obtido na segunda

fase do teste de oxidagéo.

Para a preservagao das bactérias utilizou-se método de criopreservagao. O
meio de cultura agar nutriente foi vertido em tubos de Eppendorfs de forma
inclinada, proporcionando a obtengéo de maior area superficial. Em seguida, esses
tubos foram submetidos durante 48H a 30°C, em incubadora, a teste de esterilidade.
Apos esse periodo, com auxilio de uma alga de platina, semeou-se as cepas através
de estrias. Apos 48 H de incubacgéo, adicionou-se em cada tubo de Eppendorf 1mL
de mistura contendo 1% de glicerol diluido a 10% em agua destilada. Os tubos

foram envolvidos com filme plastico e submetidos ao congelamento.

Para a preservagcao dos fungos adotou-se método semelhante ao método de
preservagao Castellani. Adicionou-se 3 discos de cada micélio em tubos de
Eppendorf contendo 1,5mL de agua esterilizada. As amostras de fungos foram
preservadas em refrigerador a 4°C. A Figura 43 apresenta fases dos métodos de

preservagao realizados para as bactérias e fungos.
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Figura 43. Visualizagao de parte do processo de preservagao dos microrganismos

_a) Preservacgao de bactéria b) Preservagao de fungos

Fonte: Autora (2020)

3.4.4 Andlises genéticas

Nesta fase da pesquisa realizou-se 0 método de sequenciamento genético,
para a identificagdo dos géneros/espécies dos 41 microrganismos detectados (22
bactérias e 19 fungos isolados), de acordo com o teste de oxidagdo, com potencial
de degradagao de HTP. Além disso, foram realizadas analises metagenémicas para
o conhecimento da diversidade microbiologica das amostras de solo criopreservadas
retiradas das colunas. As amostras de solo e de microrganismos isolados foram
encaminhadas a um laboratoério externo de biotecnologia (GoGenetic/ Universidade
Federal do Parana ) para a realizagdo dessas analises. Os procedimentos adotados

séo detalhados a seguir:


https://www.google.com/search?rlz=1C1CHZL_pt-BRBR717BR718&q=Universidade+Federal+do+Paran%C3%A1+Campus+Centro+Polit%C3%A9cnico&ludocid=2072505059281240689&lsig=AB86z5UEgUqkrc1nNWphGv5KXZoz&sa=X&ved=2ahUKEwjirvyQ6rvoAhVcCrkGHdoMDH4Q8G0oADAYegQIFBAB
https://www.google.com/search?rlz=1C1CHZL_pt-BRBR717BR718&q=Universidade+Federal+do+Paran%C3%A1+Campus+Centro+Polit%C3%A9cnico&ludocid=2072505059281240689&lsig=AB86z5UEgUqkrc1nNWphGv5KXZoz&sa=X&ved=2ahUKEwjirvyQ6rvoAhVcCrkGHdoMDH4Q8G0oADAYegQIFBAB
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a) Identificacdo dos isolados

Para a identificacdo dos 41 microrganismos isolados foi realizado processo de
purificacdo de DNA com o kit UltraClean Tissue and Cells DNA Extraction kit
(MoBio). Na amplificagdo do DNA empregou-se o método convencional de PCR
(reagdo em cadeia da polimerase) com termociclador Veriti (Thermo), em reagao
contendo 20ng de DNA gendmico purificado com sistema GoTaq (Promega). Para a
regido 16S, foram utilizados 32 ciclos de desnaturagcdo (96°C por 30 seg),
anelamento do primers 27F/1492R (60°C por 45 seg) e extensdo do produto (72°C
por 45 seg). Os produtos foram analisados por eletroforese em agarose 1% (tampao
TAE). As reagdes foram purificadas enzimaticamente com Exol/SAP (Thermo). No
sequenciamento Sanger os produtos de PCR foram marcados com BigDye v3.1
(Thermo), em reagdo contendo 50ng de DNA. Foram utilizados 35 ciclos de
desnaturacao (96°C por 15 seg), anelamento do primer (15 seg a 60°C) e extensao
do produto (60°C por 4 min) para marcagao com terminadores fluorescentes. Os
produtos marcados foram precipitados com 20% de acetato de amoénio 7,5M e trés

volumes de etanol absoluto, e re-suspensos em 10uL de HiDi-formamida.

Essas amostras foram sequenciadas em Genetic Analyser 3500xL (Thermo),
utilizando capilares de 50cm com polimero Pop7 (Thermo). Os eletroforetogramas
gerados foram convertidos em sequéncia de bases com o programa Sequencing
Analysis v5.4 (Thermo). As sequéncias foram trimadas por qualidade Phred >25, e o
assembly feito com programa CAP3. O contig foi comparado com banco de dados nr
(NCBI) com o programa BLASTn.

b) Analises metagenémicas de amostras de solo

Nas analises metagendmicas das amostras de solo 20ng de DNA
metagendmico foram utilizados como molde para 18 ciclos de amplificagdo da regiao
V4 do 16SrDNA de bactérias e arqueas, usando os primers 515F e 806R e GoTaq
Master Mix (Promega). De forma similar, a regiao V9 do 18SrDNA de eucariotos foi

amplificada com 25 ciclos usando os primers 1389F e EukBR. Os produtos de PCR
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foram analisados por eletroforese em agarose 1,5%, e quantificados usando Qubit
dsDNA HS kit (Invitrogen). A mistura de 10 pM dos amplicons foi sequenciada com
MiSeq Reagent 500V2 (lllumina) em aparelho lllumina MiSeq, gerando sequéncias
de 250 bases. As sequéncias de DNA foram analisadas usando QIIME (Quantitative
Insights Into Microbial Ecology) versdao 1.9.2. As sequéncias foram agrupadas em
OTUs (Operational Taxonomic Units) considerando 97% de identidade com o banco
de dados de 16S e 18S SILVA 132.



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1
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CARACTERIZACAO DO SOLO

Caracterizacdo Geotécnica

82

A Figura 44 apesenta a curva granulomeétrica obtida para o solo varzea.

Verificou-se que o mesmo apresenta um alto teor de finos, com mais de 30% de

parcela com textura pertencente ao grupo das argilas (particulas com didmetro

inferior a 0,002 mm). A Tabela 4 contém um resumo dos resultados obtidos para os

ensaios de caracterizagdo geotécnica do solo, os quais permitiram a classificagéo do

mesmo conforme o sistema SUCS e pela NBR 6502.

Figura 44. Curva granulométrica obtida para o solo em estudo
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Fonte: Autora (2019)
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Tabela 4. Resumo dos resultados dos ensaios de caracterizagcdo geotécnica do solo varzea

Paradmetros Resultados
ps (g/cm3) 2,73
Passante na peneira #200 (0,075mm) 49,00
WL (%) 46
WP (%) 25
IP 21
la 0,65
SUCS SC
NBR 6502 Areia argilo-siltosa com vestigios de

pedregulhos

Fonte: Autora (2019)

O conhecimento das propriedades geotécnicas do solo é essencial para a
interpretacdo dos processos de fluxo de substancias no mesmo. O solo em estudo
pbde ser classificado como uma areia argilo-siltosa, ou seja, um material com
expressiva presenga de particulas finas, o que também é confirmado pelo elevado
indice de plasticidade obtido para o mesmo (IP>15). Apesar de o material possuir
porcentagem elevada de particulas de argila, verifica-se pelo indice de atividade (1a)
que esse grupo é formado por argilos minerais de baixa atividade, podendo o

material ser classificado como inativo (1a<0,75).

Solos finos apresentam comportamento diferenciado ao serem percolados por
fluidos, sendo caracteristico desse tipo de material a obtencdo de baixos
coeficientes de permeabilidade. Na avaliacdo de solos que possibilitam o melhor
desenvolvimento de microrganismos encontra-se, na literatura, o alerta a aplicagéao
de biorremediacdo em solos finos, principalmente devido ao fendmeno de sucgéo,
caracteristico das particulas de argila, as quais possuem cargas elétricas
desbalanceadas em sua superficie. A suc¢cado da substancia percolante por essas
particulas proporciona a reducdo da biodisponibilidade do contaminante. Com
relacdo a permeabilidade, esse tipo de solo é criticado por dificultar a transferéncia
de receptores de elétrons e nutrientes as células microbianas (VIDALI, 2001; GOGOI
et al. 2003; MEGHARAJ et al., 2011).

Ressalta-se que nesta pesquisa as colunas de solo foram ensaiadas em estado

de saturacdo, o que ameniza os efeitos da succdo na biodisponibilidade do
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contaminante ao ser percolado no solo varzea. Além do mais, apesar de o solo
estudado apresentar alto teor de particulas de argila, os solos predominantes nas
areas proximas ao local de coleta, no campo terrestre de exploracdo de petréleo
pertencente a Bacia Potiguar-RN, conforme estudo de Sousa (2018), tratam-se de
areias mal graduadas, com menor porcentagem de argila, 0 que pode permitir, em
situagcdes de campo, a melhor aplicacdao de técnicas de biorremediacdo nessas

areas.

As caracteristicas do solo varzea serédo consideradas nas analises seguintes e

nas interpreta¢des dos processos de fluxo da agua de produgdo no mesmo.

4.1.2 Ensaio de Compactagao

A Tabela 5 apresenta os parametros 6timos de compactacédo, os quais foram
adotados na confecgdo das colunas de solo. Na Tabela 6 sdo apresentados os

dados e relagdes utilizadas no controle de compactagao dos corpos de prova.

Tabela 5. Resultados do ensaio de compactacio do solo varzea

Energia de Compactagao Won (%) (Kylciln}ar; 5
Proctor Normal 18,08 16,58

Fonte: Autora (2018)
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Tabela 6. Pardmetros de controle de compactagcao

Coluna de solo W (%) Vd n W-Woim Yo /Vamax
CP 1 17,04 16,69 0,38 -1,04 1,01
CP2 19,1 16,60 0,39 1,02 1,00
CP3 18,4 16,70 0,39 0,27 1,01
CP 4 19,1 16,60 0,39 0,96 1,00

Fonte: Autora (2019)

Conforme os dados apresentados, avalia-se que a variacdo de umidade das
colunas com relagdo a umidade 6tima é baixa, com valores inferiores a 1%. Os
corpos de prova 2, 3 e 4 foram compactados em um intervalo um pouco acima da
umidade o6tima. Apesar da baixa variacdo, deve-se considerar que solos
compactados nesse estado encontram-se no ramo umido da curva de compactacao,
0 que resulta na obtengdo de uma estrutura mais dispersa em comparagao ao
estado de compactacao obtido no ramo seco. Esse tipo de estrutura proporciona um
melhor empacotamento das particulas, o que pode influenciar nas propriedades
hidraulicas do solo, com obtencdo de reduzidas taxas de permeabilidade
(MITCHELL, HOOPER e CAMPENELLA, 1965).

Com relacdo aos graus de compactacado (Gc= Vs /Yamax), NOta-se que todos
apresentam-se aproximadamente iguais a 100%, o que indica que foi realizado um
bom controle de compactacdo das colunas de solo, além do alcance de valores
préximos de porosidade (n) para todos os corpos de prova. Esses parametros
permitem a comparagao das condi¢gdes fluxo entre os CPs, ja que os mesmos

encontram-se dentro de uma mesma condi¢cdo de compactagao.
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413 Caracterizagao Mineraldgica
4.1.3.1 FRX

A Tabela 7 contém os resultados obtidos no ensaio de Fluorescéncia de Raios-
X realizado em amostras do solo em estudo. Conforme se pode observar, os
elementos mais abundantes sao o silicio (Si) e o aluminio (Al). O elemento Si é
tipico em solos, estando presente na constituicdo das particulas finas e grossas.
Também a relativa abundancia de Al é caracteristica em argilo-minerais e, portanto,
ja esperada no solo varzea. Logo, a composi¢ao obtida € peculiar ao tipo de material
analisado. Vale ressaltar que outros elementos, como o0 oxigénio e o nitrogénio, nao
puderam ser detectado nessa analise, por possuirem numeros atdmicos inferiores a
10.

Tabela 7. Concentracéo de elementos quimicos do solo varzea, obtidos por ensaio de FRX
Concentracao dos elementos (%)
Si Al Cl Ca K Fe Co Ti Ag Mo Th Se Mn

2781 721 3,74 332 312 1,45 1,08 0,54 0,30 0,11 0,90 0,06 0,05
Fonte: Autora (2018)

4.1.3.2 DRX

A Tabela 8 apresenta as porcentagens dos principais componentes do solo
obtidos através do ensaio de Difratometria de Raios-X, com predominancia de
quartzo (silicato), caulinita (argilo mineral) e microlina (feldspato), minerais
caracteristicos da formacdo do solo areno-argiloso em estudo. Tratando-se de
argilominerais, ressalta-se que a caulinita possui formagao 1:1 (Si:Al), possuindo
baixa atividade e baixa superficie especifica, o que esta de acordo com os
resultados obtidos na caracterizagdo geotécnica do solo (la<0,75). Detectou-se a
presencga significativa de material amorfo, sem estrutura cristalina, que pode ser

atribuido a presenca de matéria organica e outros materiais no solo.
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Tabela 8. Composicao mineralégica do solo varzea obtida por DRX

Composto (%)
Quartzo 20,36
Caulinita 14,21

Microclina 13,20
Titanita 6,37

Calcita 9,39
Macfalita 1,26
Amorfo 35,20

Fonte: Autora (2018)

414 Caracterizagao Fisico-Quimica do Solo

Os resultados obtidos nos ensaios empregados para a caracterizagao fisica e

quimica do solo estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Resultados dos ensaios de caracterizacdo fisica e quimica do solo varzea
estudado neste trabalho

Parametros Fisicos e Quimicos Resultados
Faésforo assimilavel (mg/Kg) 4,45
Nitrogénio Total (%) 1,49
Matéria Organica (%) 5,14
pH 8,43

Fonte: Autora (2018)

Os parametros fisicos e quimicos do solo sdo essenciais para a verificagao
da existéncia de condicbes ambientais propicias ao desenvolvimento microbioldgico.
Conforme os valores tabelados por Vidali (2001) (ver Tabela 1), os resultados
apresentados condizem com aqueles considerados pelo autor como referentes a
condi¢cdes propicias a degradagao, como o valor basico do pH e a presenga de

nutrientes (N e P).
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Outra condicdo detectada no solo e que interfere no desenvolvimento
microbiolégico € a presenga de matéria organica. Essa, assim como a parcela de
argilominerais, funciona como um suporte geoquimico solido e adsorvente, com
capacidade de concentrar grupos microbianos em sua superficie (MARTINS e
PEIXOTO, 2012). De acordo com os resultados obtidos na caracterizacao fisico e
quimica, pode-se considerar o solo varzea como propicio ao crescimento de
microrganismos, processo que podera ser favorecido pelo fluxo da agua de
producdo, a qual servira como fonte de carbono para o desenvolvimento das

atividades degradadoras.

4.1.5 Concentragao de HTP

A Tabela 10 apresenta a média dos valores obtidos nos ensaios em ftriplicata,
para leitura da concentragcdo de hidrocarbonetos totais de petrdleo das amostras de
solo. Devido a caréncia de valores de referéncias nacionais com relagdo a
concentracbes de HTP em solos, baseando-se, como meio consultivo, na lista
holandesa de valores de qualidade do solo e da agua subterranea (CETESB, 1999),
a qual estabelece para solos contaminados por HTP o valor de referéncia 50mg/Kg e
como valor de interferéncia 5000mg/Kg, pode-se constatar que foram quantificados
baixos valores de concentracdo desse composto (6,48 ppm) para o solo varzea.
Esse resultado ja era esperado, pois o solo ndo se encontrava visivelmente

contaminado durante a extragdo de amostras, no local de origem do material.

Tabela 10. Concentracdo de HTP do solo varzea utilizado neste trabalho

Concentracao de HTP (mg/Kg) 6,48

Fonte: Autora (2019)

4.1.6 Cultivo e Contagem de Microrganismos
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Devido ao grande numero de colbénias obtidas nas placas com cultivo de fungos
do solo, constatou-se a impossibilidade de quantificagdo das mesmas. No grafico da
Figura 45 é apresentado o numero de unidades formadoras de colénias (UFC),
determinadas através da contagem realizada em placas com cultivo de bactérias
apos 24h e 48h de incubagao. Observou-se um expressivo crescimento no numero

de col6nias apos 48h de incubagao.

Figura 45. Representagao grafica da contagem de Unidades Formadoras de Colénia (UFC)
de bactérias do solo varzea
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Fonte: Autora (2019)

Na literatura, a contagem microbiolégica de bactérias € padronizada em 24h de
incubacdo (ROMEIRO, 2011). A contagem apds 48h foi realizada apenas por
questdbes comparativas de evolugdo desses microrganismos. A concentragao
bacteriana em solos propicios ao desenvolvimento de microrganismos, comumente,
encontra-se na faixa de 10® a 10" UFC/g, estando o valor contabilizado para o solo
varzea dentro deste intervalo (SANTOS et al., 2009). O grande numero de col6nias

de fungos obtidas nas placas de cultivo, que impossibilitou a contagem dos mesmos,
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indica a predominancia desses microrganismos, relativamente as bactérias, na fase

de caracterizacao do solo varzea.

Conforme Vidali (2001) os microrganismos podem ser encontrados em
diversos ambientes sob variadas condigdes ambientais, desde que existam os
requisitos principais para o seu desenvolvimento, que sdo a existéncia de fonte de
energia e carbono. A contagem inicial de UFC do solo é um parametro importante na
avaliacdo da quantidade desses microrganismos que s&o cultivaveis através de
metodologias tradicionais laboratoriais (BALBA, AL-AWADHI e AL-DAHER, 1998).

De acordo com Margesin et al. (2003) o numero de bactérias e fungos
cultivaveis em laboratério podem nao indicar o prevalecimento no solo de gendétipos
com potencial degradador de HTP, ou seja, o numero de microrganismos nao pode

ser relacionado com o tipo de atividade desenvolvida por esses.

Como nessa fase de caracterizacdo nao foram realizados ensaios para
verificagcdo da capacidade da comunidade microbiolégica do solo em degradar
hidrocarbonetos, nada se pode afirmar quanto ao potencial biodegradador das UFC
contabilizadas, podendo apenas ser constatada a presenca de um numero alto de

microrganismos viaveis no solo.

4.2 CARACTERIZAQAO DO FLUIDO
421 Viscosidade

Os valores de viscosidade da fase dissolvida da agua de produgao obtidos para
diferentes temperaturas, sdo apresentados na Tabela 11. Conforme se pode
observar, os resultados encontrados se apresentam levemente superiores aos da
agua, pressupondo-se que a agua pura possui viscosidade de 1,020 CP a uma
temperatura de 20°C (WEAST et al.,, 1988). Apesar das medicoes terem sido
realizadas com a fase dissolvida da AP, a mesma ainda contém particulas pequenas
de dleo dispersas e uma parcela de 6leo soluvel, o que justifica os maiores valores

de viscosidade obtidos em comparagcdo com a agua pura (MOTTA et al., 2013).
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As viscosidades medidas apresentaram decréscimos, conforme esperado, com
a elevagao da temperatura, ja que o processo de aquecimento proporciona um maior
distanciamento entre as moléculas, elevando a fluidez (GRANJEIRO et al., 2007).
Através da medigcdo da temperatura da agua de producdo nos reservatoérios,
constatou-se que a mesma se encontrava em torno de 28°C, podendo-se considerar
a viscosidade do fluido nos reservatérios préxima a 1,25 CP, conforme os resultados
obtidos.

Tabela 11. Viscosidade da agua de producao obtida para diferentes temperaturas

Viscosidade (CP)

Identificagcdo do Fluido
20°C 30°C 40°C

Agua de Producdo 1,35 1,25 1,18
Fonte: Autora (2018)

422 Massa Especifica

A massa especifica obtida para a fase dissolvida da agua de produgéo, a uma
temperatura de 20°C esta inserida na Tabela 12. Observou-se que massa especifica
do fluido estudado aproxima-se do valor relativo a agua pura, a qual apresenta para
a mesma temperatura, densidade de 0,9982 g/cm?® (WEAST et al., 1988).

Tabela 12. Massa especifica da agua de produgao ensaiada neste trabalho

Massa Especifica (g/cm?) 0,998

Fonte: Autora (2019)

4.2.3  Tenséo Superficial

Os valores de tensao superficial obtidos para o fluido analisado, para diferentes
valores de temperatura, sdo apresentados na Tabela 13. Os valores apresentados
podem ser considerados inferiores aos da agua pura, ja que a mesma apresenta a
20°C tensao superficial de 72.75 mN/m (WEAST et al., 1988).
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Conforme Silva (2008) o 6leo bruto, presente em aguas de producao,
apresenta tensoativos, os quais possuem propriedades como capacidade de formar
bolhas ou espumas na superficie de um liquido e de reduzir a tensao superficial, o
que pode justificar a menor tensdo medida para a fase dissolvida do fluido em

estudo, com relagao a valores encontrados para a agua pura.

Tabela 13. Tensdo superficial do fluido ensaiado neste trabalho para diferentes
temperaturas

Tensao Superficial (mN/m)

Identificagdo do Fluido
20°C 30°C 40°C

Agua de Producdo 65,1 58,8 59,1

Fonte: Autora (2019)

424 Condutividade Elétrica, pH e Salinidade

Na Tabela 14 estdo inseridos os resultados de condutividade elétrica, pH e
salinidade obtidos para o fluido empregado neste trabalho (dgua de produgéo
sintética), além dos valores desses parametros referentes a AP utilizada como fluido
percolante no solo varzea por Lima (2018). Nota-se que a agua de produgao
sintética utilizada neste estudo apresenta parametros fisicos proximos ao fluido de

producdo ensaiado por Lima (2018).

Tabela 14. Paradmetros das aguas de producgao

Identificacdo do Fluido CE (uS/cm) pH Salinidade (mg/L) Na (g/L)
Fluido de producao

2540 7,02 1320 270
) original
Agua de producéo
o 2380 6,12 1350 390
sintética
Fonte: Autora (2018)




93

As propriedades do fluido percolante interferem nas interacbes desenvolvidas
durante o fluxo dessa substancia no solo estudado, sendo caracteristico de aguas

de producéao de petréleo a alta salinidade.

A salinidade da agua de produgao se deve principalmente a concentracao de
cloreto de sddio, podendo variar de 250mg/L a 35.000mg/L (MOTTA et al. 2013). Na
preparagdao da AP ensaiada utilizou-se na mistura 1000mg/L de NaCl, o que

possibilitou a obtencéo de alta condutividade elétrica e salinidade.

Na ciéncia dos solos ¢é difundido o conhecimento do impacto ocasionado pelo
fluxo de aguas de elevada salinidade. Solos com significativa presenga de argilo-
minerais estdo sujeitos ao efeito de dispersdo dessas particulas ao serem
percolados por fluidos com alta concentracéo de ions de Na (AYERS e WESTCOT,
1991; YOUSAF et al.,1987). A composi¢ao do solo varzea (teor de argilos minerais),
aliado a salinidade da agua de producgao sintética, com elevada concentragao de Na,
intensificam a dispersao das particulas finas do solo, as quais sao depositadas nos

vazios do mesmo, podendo ocasionar redug¢des na permeabilidade.

Outro impacto que pode ser proporcionado pelas caracteristicas do fluido,
consiste nas interferéncias nas atividades microbiolégicas. Altas salinidades e pH
acidos séo capazes de reduzir e até inibir a agdo dos microrganismos (KASTNER,
BREUER-JAMMALI e MAHRO, 1998). O pH béasico da agua de produgao sintética
nao ocasiona modificagbes no meio que interfiram significantemente no
desenvolvimento da microbiota, porém a alta salinidade devera ser considerada
como fator de influéncia nas analises microbiolégicas obtidas apds aplicagdo dos

ensaios de coluna.

425 Concentragao de HTP

A Tabela 15 contém os valores de concentragao média de HTP obtidos para o
fluido produzido nesta pesquisa e os referentes a agua de produgéo original utilizada

por Lima (2018). Verificou-se que a concentragdo de hidrocarbonetos obtida
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apresenta-se inferior ao valor referente ao fluido percolado no solo varzea em
experimento realizado por Lima (2018), o que influenciara no desenvolvimento das

atividades degradadoras.

Tabela 15. Concentracdo de HTP dos fluidos ensaiados neste trabalho
Concentragao Média de HTP

Identificagao do Fluido (Mg/L)
Agua de produco sintética 1116,59
Fluido de producao original 2860,00

Fonte: Autora (2018)

4.2.6 Cultivo e Contagem de Microrganismos

O cultivo de fungos e bactérias provenientes de amostras da agua de produgéo
ensaiada resultou na quantificagcdo das UFC (Unidades Formadoras de Colbnia)
para bactérias, apos 24h e 48h de incubagao e para os fungos obtidos, apds 7 dias

de incubacgao.

A Figura 46 e a Figura 47 apresentam, respectivamente, a representacao
grafica da quantificagdo de UFC para bactérias e fungos, do fluido ensaiado.
Observou-se que foram obtidas quantidades de colbnias inferiores as observadas
nas analises do solo, o que ¢é justificado pelas caracteristicas da agua de producao,
como a alta salinidade e o baixo valor nutricional, fatores n&o favoraveis ao

desenvolvimento de microrganismos.
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Figura 46. Grafico correspondente a contagem de UFC de bactérias da agua de produgéo

ensaiada neste trabalho
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Fonte: Autora (2019)

Figura 47. Grafico correspondente a contagem de UFC de fungos da agua de produgao

ensaiada neste trabalho

100
80 -
60 -

40 -

UFC/mL

20 -

7
Tempo (dias)

Fonte: Autora (2019)



96

4.3 ENSAIOS DE COLUNA

A Tabela 16 apresenta os parametros hidraulicos medidos durante a realizagao
dos ensaios de coluna e a Figura 48 apresenta graficamente o comportamento dos

coeficientes de permeabilidade de cada corpo de prova.

Tabela 16. Parametros hidraulicos medidos durante a aplicagéo dos ensaios de coluna

Gradiente Velocidade

o g Tempo de
Coluna de kicmls) ki (cmfs)  kik; Koo hidraulico  media de ensaio
solo médio (cm/ descarga .
(dias)
cm) (cm/s)
CP1 9,72E-06 1,41E-06 6,91 3,40E-06 41,09 1,17E-06 213
CP2 3,06E-07 1,28E-8 23,90 4,53E-8 56,79 1,13E-06 194
CP3 1,85E-08 4,79E-9 3,86 1,28E-8 111,75 1,22E-06 166
CP4 3,09E-07 1,09E-08 28,35 4,56E-8 60,30 1,37E-06 230

Fonte: Autora (2020)

Os elevados valores de gradientes hidraulicos médios (imése>40 cm/cm)
deveram-se a necessidade de aplicagdo de pressao de ar nos reservatorios durante
a realizacao dos ensaios, ja que obteve-se, ja inicialmente, velocidades de fluxo na
ordem de 10® cm/s. Pelas caracteristicas do solo ensaiado, composto por um
material areno-argiloso, e devido aos efeitos da compactagao, ja se esperava o

alcance de reduzidas taxas de permeabilidade.

Ocorreram redugbes nos valores k durante o ensaio, 0 que ja havia sido
constatado para o solo varzea nos ensaios aplicados por Lima (2018). Redugdes de
permeabilidades ocasionadas pelo efeito de dispersdo de coloides séao
testemunhados em diversas pesquisas (YOUSAF et al., 1987; CURTIN et al., 1994;
FREIRE et al.,, 2003), sendo conhecido o impacto do fluxo de aguas de alta
salinidade na permeabilidade de solos. Essas pesquisas verificam que o decréscimo

de permeabilidade esta associado com o aumento da taxa de adsorcdo de sdédio
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(RAS) das particulas. Lima e Machado (2019) comprovaram, através de ensaios de
coluna, que o solo varzea, ao ser percolado por fluido de produgado, proporciona a
retencao de cations de sédio e potassio. Esse fato foi relacionado as variagcbes de
permeabilidade detectadas no solo, ja que pbéde ser interpretado como um forte

indicio de ocorréncia do fendmeno de dispersao das argilas.

Os corpos de prova percolados pela agua de producéo, com excegao do CP3,
obtiveram maiores variagbes na permeabilidade em comparagao ao CP1, o qual foi
percolado por agua destilada. Pode-se observar também os maiores valores de
permeabilidade, inicial (ki) e final (k;), obtidos para o CP1. Essas diferencas
comprovam que as caracteristicas da agua de producdo (alta salinidade e
condutividade elétrica) potencializaram o fendbmeno de dispersao das particulas finas

do solo, ocasionando obstrucdes dos poros disponiveis para a percolacao do fluido.

O CP3 apresentou atrasos na saida do fluido percolado, obtendo desde o
inicio taxas inferiores de permeabilidade, o que possibilitou uma menor variagao de k
entre o inicio e o final do ensaio, além da necessidade de emprego de maior carga
de pressao na linha de ar interligada ao reservatorio desse corpo de prova, o que
resultou em um superior valor gradiente hidraulico médio (imea =111,75 cm/cm). Esse
corpo de prova também apresentou particulas finas, carreadas da coluna,
depositadas no frasco com fluido drenado, desde a primeira coleta, o que sugere

que esse CP sofreu maiores efeitos do fendmeno de disperséao.
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Figura 48. Grafico dos coeficientes de permeabilidade obtidos nos ensaios de coluna
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4.3.1 Curvas de chegada

A Figura 49 e a Figura 50 apresentam graficamente as curvas de chegada
obtidas neste trabalho para a condigao de decaimento microbiolégico, em termos de
tempo de ensaio e volume de poros percolados, respectivamente. Na Tabela 17
encontram-se os parametros utilizados nesta pesquisa na modelagem das curvas
obtidas, além dos valores utilizados nos ensaios realizados por Lima (2018). Esses
valores, aliados as curvas de chegada (C/Coxt) geradas por Lima (2018), presentes
na Figura 51, permitem uma comparacdo entre os resultados obtidos nos dois

trabalhos, os quais foram realizados no mesmo solo.

Ressalta-se a dificuldade de comparagao de resultados com outros dados da
literatura que evidenciam taxas de decaimentos em curvas de chegada pela redug¢ao
de concentragcdo de determinada espécie quimica por acdo degradadora de

microrganismos, principalmente com resultados baseados na aplicagdo de ensaios
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de coluna. Martins (2010) ao realizar a percolacdo de fluido contendo benzeno e
tolueno em blocos de solo de grandes dimensdes constatou decaimentos nas
concentracdes analisadas, os quais, assim como neste trabalho, ndo podiam ser
representados através de uma constante de decaimento de primeira ordem, porém
modelagens das curvas de chegada nao foram realizadas pelo autor. Dessa forma, a
analise dos parametros utilizados na modelagem das curvas de chegada deste
trabalho serdo feitos com base em comparacdes aos valores adotados por Lima
(2018).

Tabela 17. Parametros utilizados na modelagem das curvas de chegada

Colunas (cm) R v Dy P (s) B R?
ao(Cm d smed 2 L ti(s Mmax
de Solo (cm/s) (cm?/s)

cP1* 110,00 2,00 1,85E-6 2,09e-4 0,35 4,00E6 1,50E-6 3,00E-7 0,82
cpP2* 50,00 1,70 4,45E-6 1,83E4 0,78 1,00E6 9,00E-7 8,00E-7 0,88
cpP3* 60,00 150 1,09e-6 7,10E-5 0,62 5,00E6 5,00E-7 3,00E-7 0,92
CP2 87,97 159 291E-6 2,61E-4 045 1,05E7 548E-7 2,04E-6 0,93
cP3 200,00 1,30 3,12E-6 6,30E-4 0,20 1,06E7 5,90E-7 5,00E-6 0,74

CP4 108,70 1,40 3,51E-6 3,84E-4 0,36 1,38E7 3,45E-7 2,40E-6 0,96

Legenda: *Lima (2018); a: coeficiente de dispersividade longitudinal; Ry : fator de retardo;
Vsmeqa: Velocidade média de fluxo; Dn: coeficiente de disperséo hidrodindmica; P.: Numero de
Peclet; ti: tempo para 0,5 pmax; pmax: taxa de degradagao maxima; B: fator de inclinagéo; R* :
fator de ajuste.

Fonte: Autora (2020)
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Figura 49. Grafico das curvas de chefada C/C, x Tempo de ensaio, obtidas neste trabalho
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Figura 50. Gréafico das curvas de chegada C/C, x Volume de poros percolados, obtidas

neste trabalho
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Figura 51. Grafico das Curvas de chegada C/C,x Tempo, dos ensaios realizados por Lima
(2018)
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Conforme discutido anteriormente, para condi¢gdes de fluxo lento (P.<1), caso
predominante em solos compostos por particulas de granulagao fina, o valor do
coeficiente de retardo (Rq) ndo pode ser obtido através da correlagdo na curva de
chegada do valor de volume de poros correspondente a uma concentragao relativa
(C/Co) de 0,5. Nesses casos Shackelford (1995) sugere que o valor de Rq seja obtido
através do calculo da area acima da curva, sob a condigcdo de estabilizacdo da
concentragéo, ou seja, para C/C, igual a 1. Como essa condigdo nao foi atingida
para os valores de concentracdo de HTP gerados nesta pesquisa, devido a
ocorréncia de decaimentos, a obtencdo do Ry foi realizada por ajustes nas curvas de
chegada que proporcionassem a obtencao de fatores de ajuste (R?) préximo a 1 e

respeitando o critério de que Ry deve ser maior ou igual a 1. Dessa forma os
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parametros de modelagem foram gerados através do uso de um aplicativo interativo

(LibreOffice solver), objetivando o maximo valor do coeficiente de determinagéo R%.

A comparacado dos parametros empregados na presente pesquisa e aqueles
obtidos por Lima (2018) mostra que, apesar de resultarem de experimentos
realizados em um mesmo solo, comportamentos diferentes foram obtidos para as
curvas de chegada em ambos trabalhos. A principal diferenga esta nos parametros
referentes ao processo de decaimento. Nota-se que, nesta pesquisa, alcangou-se
superiores valores de ty, sugerindo que foi necessario um maior tempo de adaptagéo

da comunidade microbiana degradadora de hidrocarbonetos da agua de produgao.

O atraso com relagdo a t; pode ser justificado pelo comportamento hidraulico
desenvolvido pela AP e pelo teor de hidrocarbonetos da mesma. O desenvolvimento
da atividade biodegradadora em solos depende da composi¢ado do substrato, da
disponibilidade de nutrientes e, no caso de atividade aerdbia, do transporte de
oxigénio para as células microbianas (YANG, ERICKSON, e FAN,1994; GOGOI et.
al, 2003). Logo fenbmenos que reduzam a permeabilidade do meio, interferem no
desenvolvimento da atividade dos microrganismos degradadores, além dessa
atividade ser dificultada pela existéncia de substratos menos concentrados.
Ressalta-se que a agua de produgéo utilizada nessa pesquisa possui um teor inferior
de HTP com relagéo ao fluido adotado por Lima (2018), além de ter sido detectado
durante os ensaios de coluna menores coeficientes de permeabilidade. Apesar de
demandar maior tempo para a efetivacdo da degradagdo, os maiores valores de
fator de inclinagao (B) apontam que o decaimento ocorreu de forma brusca, ou seja,
apés o desenvolvimento desses microrganismos a degradacdo dos compostos

ocorreu rapidamente.

Apesar dos baixos valores de permeabilidade, obtiveram-se maiores
velocidades de fluxo (Vs) em relagdo aos valores encontrados por Lima (2018),
devido a necessidade de aplicagdo de altas cargas de pressao nos reservatorios, o
que também auxiliou, pela maior dissolugdo do ar na agua, na distribuicdo de
moléculas de oxigénio dissolvidas para a coluna de solo, j@ que as mesmas

encontravam-se vedadas, permitindo a aeracédo do sistema. As taxas de velocidade



103

possibilitaram alcances de baixos valores de volume de poros percolados. Para o
tempo t; foram atingidos valores de V, inferiores a 1, sendo que para dois corpos de
prova (CP2 e CP3) o ensaio de coluna foi encerrado antes do alcance de 1 volume

de poros percolados.

Outro parametro que apresentou divergéncias com relagdo aos valores obtidos
por Lima (2018) foi o coeficiente de dispersividade (o). Esse parametro esta
relacionado com as propriedades dos agregados e do fluido percolante, sendo
fortemente influenciado pela porosidade e distribuicdo dos tamanhos dos graos, de
forma que solos com maior porosidade proporcionam menor dispersividade do
soluto, enquanto que uma maior distribuicdo granulométrica dos graos, que
proporcione um melhor empacotamento, resulta na obtencdo de maior
dispersividade (XU e ECKSTEIN, 1997). Em solos com elevados teores de argila, o
que resulta em baixas condutividades hidraulicas, a estrutura do solo é fator
preponderante na dispersividade (BROMLY et al., 2007). Ou seja, fatores que
proporcionem a obtencdo de menores coeficientes de permeabilidade, influenciam

em maiores dispersividades do soluto.

Com relagao as propriedades do fluido, Sousa et al. (2020) ao percolar agua de
producao em solos arenosos, constatou que os altos valores de o obtidos para esse
tipo de fluido podem ser justificados pelas particularidades de sua constituicdo. A AP
possui particulas de 6leo de diferentes tamanhos, estando essas presentes em sua
forma dispersa e dissolvida. Ambos tipos de particulas sé&o transportadas pelo fluxo
de agua, o que proporciona a obtencdo de altos valores para o coeficiente de
dispersividade. Os superiores valores de o, em relagdo aos gerados por Lima
(2018), influenciados pelas caracteristicas do solo e da AP ensaiada, associados as
maiores taxas de velocidade obtidas, justificam os elevados valores de coeficiente

de disperséao hidrodindmica (D») gerados nesta pesquisa.

As colunas ensaiadas obtiveram valores levemente superiores ao valor de
umidade o6tima obtido no ensaio de compactacdo. Solos compactados no ramo
umido da curva de compactacdo obtém uma estrutura dispersa, a qual proporciona

um melhor empacotamento das particulas, resultando em permeabilidade inferior ao
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material compactado em umidade inferior a 6tima (MITCHELL, et al., 1965). As
colunas compactadas por Lima (2018) concentravam-se no ramo seco da curva de
compactagao, possuindo uma estrutura mais floculada. Essa diferenca estrutural
também pode ser associada as menores taxas de permeabilidade e elevados

valores de coeficiente de dispersividade obtidos para esta pesquisa.

4.3.2 Contagem microbiolégica

A Figura 52 a 55 apresentam os graficos correspondentes aos resultados das
contagens de unidades formadoras de coldnias (UFC) de fungos e bactérias obtidas

das amostras de solo retiradas das colunas em diferentes tempos.

Figura 52. Representacgao grafica da contagem de UFC de bactérias e fungos obtidas para o
CP1
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Figura 53. Representacao grafica da contagem de UFC de bactérias e fungos obtidas para o
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Figura 54. Representacdo grafica da contagem de UFC de bactérias e fungos obtidas para o
CP3
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Figura 55. Representacao grafica da contagem de UFC de bactérias e fungos obtidas para o
CP4
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Os resultados contidos nos graficos apresentados permitiram o monitoramento
microbioldgico das colunas, apontando um melhor desenvolvimento de bactérias nas
nessas colunas em relagao aos fungos, com obteng¢ao de valores superiores de UFC

para esses microrganismos.

Ururahy et al. (1998) ao analisar a biodegradacédo de residuos petroliferos,
constatou que o principal ocasionador da redu¢do no numero de microrganismos € a
ineficiéncia na aeragao. As colunas ensaiadas, apés o encerramento dos testes de
coluna, mantiveram-se fechadas, sendo encerrada a Unica fonte de abastecimento
de oxigénio (entradas de pressao de ar nos reservatérios). Ademais, apesar de ser
constado a presenga de nutrientes no solo (fésforo e nitrogénio), os teores
constados, na caracterizacdo do solo, ndo se encontravam em altos valores. A
concentracdo de nutrientes é essencial para o desenvolvimento e manutengao das
atividades degradadoras, a redugdo dessas também pode ser tida com um dos

fatores responsaveis pela minimizagdo das UFC de fungos e bactérias
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contabilizadas com o passar do tempo de ensaio (VIDALI, 2001; GOGOI el al.,
2003).

O maior numero de UFC de bactérias foi obtido para o CP1, percolado com
agua destilada. Em solos contaminados € comum que ocorra uma redugdo no
numero total de microrganismos, resultando na restricdo da diversidade da
microbiota, ja que ha a prevaléncia do reduzido numero de espécies que sao
estimuladas pela presenga de hidrocarbonetos (ELLIS JR e ADAMS JR, 1961).
Durante as contagens, para as colunas percoladas com agua de produgéo, através
de analise visual, notou-se a reducdo de UFC de bactérias e fungos com
caracteristicas distintas (variagao de cor, tamanho e textura), indicando a atenuagao

da diversidade da microbiota com o passar do tempo de ensaio.

O fluido percolado no CP2, CP3 e CP4, agua de producao sintética, foi
caracterizado como um fluido de alta salinidade. A salinidade promove alteragcbes na
microflora, podendo reprimir a atividade de microrganismos (KASTNER, BREUER-
JAMMALI e MAHRO, 1998). Além desses fatores, ainda deve-se considerar o fato
de que nem todos os microrganismos presentes nas amostras de solos analisadas
podem ser cultivados através de técnicas microbiologicas laboratoriais tradicionais,
ou seja, as contagens de UFC realizadas podem ndo englobar todas as colénias

existentes nas amostras de solo analisadas (MARGESIN et al., 2003).

A maior redu¢do do numero de fungos, em comparacédo as UFC de bactérias,
indica que as bactérias possuiram uma melhor capacidade de adaptacéo as
caracteristicas do fluido estudado, como a alta salinidade. Vale ressaltar que, na
fase de caracterizagdo do solo, o numero de UFC de fungos superou as de
bactérias. Esse resultado fortalece a hipotese de incapacidade de adaptacdao dos
fungos ao solo sobre as condi¢cdes de fluxo impostas, apesar de ser constatado na
literatura a tolerancia da comunidade fungica a adversas condicbes de toxidade,
sendo suas colbnias mais flexiveis a altas contaminacdes do que as bactérias
(TISMA; ZELIC e VASIC-RACKI, 2010).
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O pico obtido no numero de UFC, mesmo apds 15 dias de vedagdo das
colunas, indica que poderia ocorrer maiores degradagdes do fluido percolado, com
obtengdes de menores concentragbes relativas de hidrocarbonetos (C/Cy), caso o

ensaio de coluna nao tivesse sido previamente encerrado.

4.3.3 Analises genéticas
4.3.3.1 Analises metagenémicas de amostras de solo

As Tabelas 18 e 19, apresentam, respectivamente, os principais fungos e
bactérias encontrados nas amostras de solos através das analises metagenémicas.
Os resultados apresentados permitem uma comparagao da microbiota detectada em
uma amostra inicial (T0), com os microrganismos presentes nas amostras retiradas
de cada corpo de prova apés periodo de 60 dias de encerramento dos ensaios de
coluna (T3). Os microrganismos com capacidade de degradar hidrocarbonetos,
conforme resultado de teste de oxidacdo, identificados através da técnica de

sequenciamento genético, encontram-se em destaque nas tabelas apresentadas.
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Tabela 18. Fungos identificados através de analises metagendmicas nas amostras de solo

CP
percolado
com agua CP percolado com AP (T3) A.m.o.Stra
Fungos (T3) inicial
CP2 CP3 CP4 (T0) (%)
CP1 (%) Média (%)

(%) (%) (%)
Malasseziales: Incertae Sedis: Malassezia 14,57 12,52 18,75 31,21 19,26 17,38

Agaricomycetes:Nao identificado: Nao
identificado: Nao identificado

Eurotiales: Trichocomaceae: Talaromyces 1,62 1,66 1,79 3,47 2,13 7,61

1,78 433 2,34 042 2,22 1,34

Helotiales: Nao identificado: Nao identificado 1,35 5,71 0,00 0,00 1,77 0,00
Saccharomycetales: Incertae Sedis: Candida 4,02 0,00 0,00 2,31 1,58 0,00

Saccharomycetales: Nao identificado: Ndo
identificado

Pleosporales: Nao identificado: N&o identificado 1,00 0,74 1,95 0,00 0,92 0,00

4,10 0,09 112 0,18 1,37 0,00

Capnodiales: Nao identificado: N&o identificado 0,00 0,55 1,90 0,58 0,76 2,71
Agaricales: Nao identificado: N&o identificado 1,31 0,00 0,00 1,26 0,64 0,03
Onygenales: Nao identificado: Nao identificado 1,24 1,29 0,00 0,00 0,63 0,58

Saccharomycetales: Nao identificado: Ndo 054 064 028 1,00 0,62 1,04

identificado
Hypocreales: Hypocreaceae: Trichoderma 0,00 0,46 0,00 1,02 0,37 0,00
Eurotiomycetes: Eurotiales: Aspergillus 0,00 0,00 0,28 0,00 0,07 0,000

Fonte: Autora (2020)
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Tabela 19. Bactérias identificadas através de andlises metagendmicas de amostras de solo

Bactérias CP CP percolado com AP (T3)
percolad Amostra
0 com Inicial
agua (TO)(%)
(T3)

CP1(%) CP2 CP3 CP4 Média
(%) (%) (%) (%)

663 70.86 71,83 6968 6591

Burkholderiales: Comamonadaceae: Delftia 66,43 6

Acidobacteria:Nao identificado: Nao identificado: Nao
identificado

Acidobacteria:N&o identificado: Nao identificado: Nao
identificado

Burkholderiales:Comamonadaceae: Nao identificado 214 216 2,23 2,26 2,22 0,00
Burkholderiales: Comamonadaceae: Nao identificado 1,35 183 1,71 192 1,82 0,00
Saprospirales: Chitinophagaceae: Sediminibacterium 0,34 1,02 0,02 2,58 1,21 0,06

Xanthomonadales: Xanthomonadaceae: Ndo

1,30 3,13 0,41 434 2,63 0,00

397 352 193 163 236 1,11

036 2,01 081 0,16 0,99 0,43

identificado
Caulobacterales: Caulobacteraceae: Mycoplana 0,010 221 006 0.17 0,81 0.00
Acidobacteria:Nao idgntifi(_:gdo: Nao identificado: Ndo 410 163 022 047 077 0.49
identificado
Sphingomonadalgs:Erxthrobacteraceae: Néo 761 078 019 129 075 0,06
identificado

Caulobacterales: Caulobacteraceae: Nao identificado 0,34 0,34 1,10 0,25 0,56 0,46

Nao identificado: Nao identificado: Nao identificado 222 122 0,08 0,29 0,53 0,00
Sphingomonadales: Sphingomonadaceae: Ndo
identificado

Caulobacterales: Caulobacteraceae:
Phenylobacterium

Fusobacteriales: Fusobacteriaceae: Fusobacterium 029 0,11 048 0,36 0,32 0,19

045 049 080 025 0,50 0,31

0,24 0.26 055 023 0,35 0,13

Rhizobiales: Hyphomicrobiaceae: Rhodoplanes 0,12 0,19 040 0,12 0,24 0,01
Rhizobiales: Methylocystaceae: Methylosinus 0,02 0,06 0,03 040 0,16 0,05

Sphingomonadales: Sphingomonadaceae:

; ? 0,05 0,6 0,07 0,16 0,13 0,05
Novosphingobium

Bacillales: Staphylococcaceae: Staphylococcus 0,08 0,09 0,21 0,02 0,11 0,09

Sphingomonadale's: Sphingomonadaceae: 024 008 010 014 010 0.08
Sphingomonas

Xanthomonadales: Xanthomonadaceae: 000 001 007 002 004 0.02

Stenotrophomonas

Bacillales: Bacillaceae: Bacillus 0,00 0,00 0,10 0,00 0,03 1,10

Bacillales: Bacillaceae : Lysinibacillus 0,00 0,00 0,10 0,00 0,03 0,10

Pseudomonadales: Pseudomonadaceae: 0,01 0,01 0,00 0,01 0,01 0,02
Pseudomonas

Fonte: Autora (2020)
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O resultado das analises metagenbmicas possibilitou uma comparagao
evolutiva dos microrganismos. Em solos contaminados por hidrocarbonetos é
comum que ocorra uma reducao da diversidade da microbiota, com predominancia
de espécies que possuem seu metabolismo estimulado pela presenca desse
composto (ELLIS JR e ADAMS JR, 1961). Detectou-se que as bactérias com maior
percentual no solo estdo associadas a atividade degradadora de hidrocarbonetos,
conforme buscas na literatura. Esses microrganismos s&o em sua grande maioria,
aerobios, com destaque para a maior porcentagem do género Delftia, bactéria com
potencial de degradagao de hidrocarbonetos de alto peso molecular (SHETTY et al.,
2015).

Dentre os genomas identificados estdo associados a degradacado de HTP os
genéros de bactéria Mycoplana, Phenylobacterium, Fusobacterium, Rhodoplanes,
Sphingomonas, Methylosinus, Novosphingobium, Staphylococcus, 0s quais
apresentaram acréscimos em comparagao a amostra inicial (OLDENHUIS et al.,
1991; ELLIS JR e ADAMS JR, 1961; KERTESZ e KAWASAKI, 2010; MUKHERJEE
et al., 2016; KURI, CUMARI e ROY, 2019; DONG, WANG E LI, 2020). Dentre os
microrganismos que nao puderam ter seus géneros identificados, conforme banco
de dados utilizado na plataforma QIIMI, destacam-se aqueles pertencentes as
familias Erythrobacteraceae, Comomonadaceae, Xanthomonadaceae,
Caulobacteraceae e Sphingomonadaceae, as quais sao relatadas na literatura por
possuirem géneros com capacidade de degradar HTP (TANCSICS et al., 2009;
KERTESZ e KAWASAKI, 2010; TONON, THOMPSON e MOREIRA, 2014; YANG et
al., 2014; GUTIERREZ, 2019).

Os metagendémas apresentaram resultados mais expressivos para a populagao
de bactérias, observando-se para essas a predominancia de microbiota degradadora
de hidrocarbonetos, com evolugdo em relacdo a amostra inicial. A prevaléncia de
bactérias nas colunas de solo também foi constada no monitoramento

microbiolégico, através do procedimento de contagem de UFC.

Para os fungos, identificou-se com maior participagdo nas amostras o género

Malassezia, o qual ndo esta relatado na literatura com associagcbes a atividades
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degradadoras de hidrocarbonetos. Dentre os fungos que n&do puderam ser
identificados em nivel de género, encontrou-se as ordens Eriotales, Helotiales e
Agaricales, além da familia Aspergillus, as quais podem englobar espécies
degradadoras de hidrocarbonetos (SANCHEZ et al., 2012; RIZVI E RAMAN, 2017;
MOHAMMADIAN, ARZANLOU E BABAI-AHARI, 2017; AL-HAWASH, ZHANG e MA,
2019), porém nao foram obtidos resultados expressivos de evolugao desses fungos

no solo.

Alguns microrganismos, tanto fungos como bactérias, se apresentaram em
porcentagens levemente maiores no CP1, percolado com agua destilada. A agua de
producdo ensaiada gerou modificagdes na microbiota do solo. Dentre as
propriedades desse fluido que ocasionam maior impacto na alteragao das atividades
microbiolégicas, destaca-se a salinidade. Altas salinidades podem inibir a atividade
de alguns microrganismos, assim como existem aqueles que se adéquam a
ambientes hipersalinos, desenvolvendo bem seu metabolismo. Os fungos e
bactérias com maior participacdo nas amostras retiradas do CP1 podem ter seus
desenvolvimentos afetados pela presenga de alta concentragdo de NaCl da agua de
producao sintética. Vale ressaltar que na caracterizagado microbiolégica da mesma, a
baixa contagem de UFC foi atribuida a salinidade desse fluido (ANDRONOV et al.,
2012; MARTINS e PEIXOTO, 2012; AHAMED et al., 2014).

4.3.3.1 Sequenciamento genético de microrganismos Isolados

Nas analises genéticas dos microrganismos isolados do solo e selecionados
com capacidade de degradar hidrocarbonetos, através de teste de oxidagdo com
indicador DCPIP, identificou-se 4 espécies de bactérias (pertencentes aos géneros
Bacillus e Lysinibacillus) e duas espécies de fungos (género Malassezia e
Talaromyces) que nao possuem a capacidade de degradar hidrocarbonetos relatada
na literatura. Dentre os microrganismos ja catalogados, detectou-se as espécies de
bactéria  Bacillus  subtilis, Pseudomonas sp, Pseudomonas poae e
Stenotrophomonas rhizophila (PACWA-PLOCINICZAK et al.,, 2014; KUMAR e
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MANJUNATHA, 2015; KHAN et al, 2016; WANG et al.,, 2019) e os fungos
Aspergillus sp, Trichoderma sp e Talaromyces sp (AL-HAWASH, ZHANG, e MA,
2019; ZAFRA e CORTES-ESPINOSA, 2015; ROSSIANA, MAYAWATIE E AMIN,
2018).

Repeticbes de espécies obtidas na identificagdo dos microrganismos com
potencial de degradar HTP demonstraram o prevalecimento nas placas de cultivo da
espécie de bactérias Pseudomonas sp. e de fungos Talaromyces sp. Ou seja, dentre
0S microrganismos viaveis presentes no solo, os quais foram cultivados e isolados
em placas contendo meio de cultivo, houve a predominancia desses géneros como
degradadores de hidrocarbonetos. Esse resultado difere dos obtidos nas analises
metagendmicas das amostras de solo, onde detectou-se a alta predominéncia do

género de bactérias Delfia e de fungos Malassezia.

Microrganismos com percentagem relevantes na identificagdo da microbiota
das amostras nao foram detectados através do isolamento e aplicacdo do teste de
oxidacgao. As técnicas bioldgicas tradicionais, que consistem no emprego de meio de
cultura para o desenvolvimento dos microrganismos, se diferenciam das técnicas
moleculares utilizadas para as analises genéticas da microbiota das amostras de
solos, sendo essas independentes de culturas (MARGESIN et al., 2003). Poucos
microrganismos possuem capacidade de serem cultivados e isolados de amostras
de solo, através de técnicas biologicas tradicionais, ou seja, nem todos os
microrganismos detectados pelas analises metagendmicas podem ser cultivaveis em

placas com meios de cultivo, ndo sendo incluidos nos testes de oxidagao realizados.

Dentre os microrganismos identificados, as bactérias se apresentaram com
maior presenga na amostra inicial, conforme dados em destaque na Tabela 19. A
reducao dessas nas amostras analisadas no tempo T3 (60 dias apds finalizagao dos
ensaios de coluna) pode ser justificada pelas condigcbes de aeracéao, ja que, por se
tratarem de microrganismos aerobios, a falta de oxigénio e a criagdo de zonas
anaerdbias pode ser considerada um fator de maior impacto na atividade dessas
bactérias (YANG, ERICKSON, e FAN, 1994). Vale ressaltar que no monitoramento
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microbiolégico, através da contagem de UFC das amostras em diferentes tempos,

constatou-se também a redugdo de microrganismos para o tempo T3.

Assim como em outros ensaios microbiolégicos realizados neste trabalho
(monitoramento microbiolégico das amostras de solo e as analises metagendmicas)
observou-se a predominancia das bactérias com relagdo aos fungos, o que confirma
que as bactérias dominaram os processos de degradacao de hidrocarbonetos no
solo em estudo, sendo capazes de se adaptarem melhor as condigdes de fluxo e

mudangas fisico-quimicas impostas ao solo nos ensaios de coluna.

Vale ressaltar que, os microrganismos identificados foram preservados,
conforme relatado na metodologia (item 3.4.3), o que possibilita futuras analises do
uso dos mesmos em técnicas de biorremediagdo em campo. Como ja comentado,
apesar da constatagcdo da microbiota degradadora de hidrocarbonetos no solo
estudado, as caracteristicas do solo varzea, com alta presenga de particulas de
argila que lhe conferem propriedades como a baixa permeabilidade, podem impactar
no desenvolvimento das atividades degradadoras em campo. Sousa (2018) ao
realizar ensaios de coluna com fluidos petroliferos em solos pertencentes a areas
vizinhas ao local de coleta do solo varzea, ndo verificou decaimentos nas curvas de
chegada geradas, o que pode ser interpretado como indicativo da auséncia de
microbiota degradadora de HTP nesses solos. Apesar de pertencerem a areas
préximas, os solos ensaiados por Sousa (2018) tratam-se de areais mal graduadas,
com menor porcentagem de argila e maior permeabilidade, nas quais a aplicagéo
dos microrganismos identificados no solo varzea podem propiciar tratamentos de
campo mais eficazes de degradacao de HTP, sem a gravidade de desenvolvimento

de populagédo de microrganismos exdgenos.
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5 CONCLUSOES

A constituicdo do solo varzea, por tratar-se de um material areno-argiloso,
aliado as caracteristicas da fase dissolvida da agua de producéo sintética ensaiada,
formada por um fluido de elevada salinidade, resultaram em condigdes de fluxo sob
o fenbmeno de dispersdo de argilas. Foram constatadas redugdes nas
permeabilidades durante a execucdo dos ensaios de coluna, com alcance de
k=4,81E-9 para um dos corpos de prova percolados com agua de produgdo. Os
valores superiores de permeabilidades obtidos para o CP percolado com agua
destilada, obtendo-se no final do ensaio k=1,41E-06, e a presenca de particulas
finas nos vasos com fluido coletado, foram essenciais para a constatacdao da

ocorréncia de dispersao dos argilominerais do solo.

Os dados coletados dos ensaios de coluna e a plotagem das curvas de
chegada apontaram a ocorréncia de decaimentos nas concentracbes de
hidrocarbonetos do fluido percolado nas colunas de solo varzea. Além disso,
resultados de ensaios fisico-quimicos no solo apontaram, inicialmente, condigbes
satisfatérias para o desenvolvimento de microrganismos, com constatacdo da
presenca de fésforo e nitrogénio, e valor basico de pH. Ensaios de caracterizagao
microbiolégica mostraram que o solo varzea possuia uma alta densidade
microbiolégica, com contabilizacdo de bactérias de 1E5 UFC/g de solo para 24H de
incubacdo das placas. Dessa forma, na modelagem das cuvas de chegada
considerou-se um termo de decaimento nao linear, o qual foi interpretado como um

termo de decaimento microbioldgico.

Uma comparagao entre os parametros de modelagem do presente trabalho e
os realizados por Lima (2018) mostraram que, apesar da analise de um mesmo solo,
as diferentes caracteristicas das aguas de produgdo ensaiadas e as condigbes de
fluxo impostas em ambas pesquisas, resultaram na obtengdo de curvas com
comportamentos diferentes, porém em todas, detectou-se a ocorréncia de

decaimentos nas concentracdes de HTP.
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A associacdo dos decaimentos obtidos com a atividade de microrganismos,
pbde ser confirmada através de analises microbiologicas. A contagem de UFC em
amostras de solo retiradas das colunas demonstraram uma tendéncia de reducgao
das mesmas com a escassez de nutrientes e oxigénio. As analises genéticas de
amostras de solo identificaram uma microbiota com percentual relevante de
microrganismos degradadores de hidrocarbonetos, conforme dados da literatura,
com presenga em maior significancia de bactérias, principalmente do género Delftia.
As bactérias degradadoras de HTP se apresentaram em maior porcentagem nas
amostras analisadas no tempo T3 (60 dias ap6s finalizagdo dos ensaios de coluna)
com relagdo a amostra global obtida no tempo TO (1 dia de finalizagdo dos ensaios
de coluna). Todos os ensaios microbioldgicos, realizados em amostras de solo
retiradas das colunas, apontam a predominancia de bactérias na degradagao de

hidrocarbonetos com relagcao aos fungos.

A analise genética de microrganismos selecionados com potencial de degradar
hidrocarbonetos permitiu a identificagdo de 4 espécies de bactérias (pertencentes
aos géneros Bacillus e Lysinibacillus) e duas espécies de fungos (género
Malassezia e Talaromyces) ainda ndo associadas a atividade degradadora de HTP,
podendo esses microrganismos serem explorados em técnicas inovadoras de
remediagdo em campo. Dentre as possibilidades existentes, essas espécies
poderiam ser aproveitadas na remediacao de solos pertencentes a areas vizinhas ao
local de coleta do solo varzea, as quais possuem como caracteristica a presenca de
solos com maior permeabilidade, devido a menor porcentagem de argila, o que pode

gerar resultados mais promissores de degradacgao in situ.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho, com identificacdo e
preservacido de espécies degradadoras de hidrocarbonetos do solo varzea, e
visando o desenvolvimento de técnicas de biorremediacdo em campo € proposto
que seja estudado a insergcdo desses microrganismos em solos de baixa
permeabilidade para a produgéo de barreiras minerais que possibilitem a retengao e
degradacédo de hidrocarbonetos no caso de vazamentos. Dentre as técnicas de
insercdo existentes sugere-se o0 estudo da adicdo ao solo de microcapsulas
contendo combinacbes dos espécimes isolados com nutrientes, de forma que
garanta a laténcia desses microrganismos até que ocorra a disponibilidade do

contaminante.
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