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REsSumo

Biorremediacao de Solos Contaminados com PAH (Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos - Pireno e
Fenantreno)

O solo & um recurso vital para as mais variadas formas de vida que coabitam a Terra. Os objetivos
2030 da ONU incluem o solo como um dos recursos que mais atencdo deve receber devido a sua
importancia. Um dos principais grupos de poluentes que contaminam o solo um pouco por todo o
globo sé@o os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH), classificados como carcinogénicos e/ou
mutagénicos, resultam da queima incompleta de compostos organicos. Setores da economia como o
tratamento de combustiveis fosseis ou sistemas de climatizacdo sédo os que mais contribuem para a
sua emissdo. A sua emissao tem aumentado na ultima década, alguns paises europeus (incluindo
Portugal), aumentaram a sua emissdo em resultado do aumento do numero de centrais elétricas que
utilizam biomassa.

A bioestimulacao e a bioaumentacao estao entre as técnicas de biorremediacdo mais estudadas na
tentativa de se encontrar uma solucdo eficaz e de baixo custo para a remediacdo de solos

contaminados com PAH.

Os principais objetivos deste trabalho passaram por comprovar a existéncia de microrganismos
degradadores de pireno e fenantreno na amostra de solo estudada, avaliar a taxa de degradacao de
cada um destes poluentes, ao longo do tempo e para diferentes concentra¢des iniciais, em
ensaios de bioestimulacdo e bioaumentacdo e determinar dos coeficientes de degradacéo, no
sentido de os aplicar a modelos matematicos de forma gerar modelos de previsao da diminuicao das

quantidades destes poluentes no solo.

Para os ensaios realizados (Bioestimulacdo, Bioaumentacdo A e Bioaumentacdo B) foi possivel
comprovar a existéncia de microrganismos capazes de degradar os poluentes estudados. Definiram-se
equacoes, uma para cada ensaio e cada um dos poluentes, que, partindo da concentracédo inicial
devolvem a quantidade prevista ao final de 21 dias (nas condicdes estudas e em solos de matriz
idéntica ao da amostra) e por fim foram determinados os coeficientes de degradacao para cada um
dos diferentes ensaios que quando aplicados ao modelo matematico, devolve a previsao de variacao da
concentracao de cada poluente para as condicdes de cada dos ensaios, ao longo do tempo.

Palavras-Chave: Bioaumentacao, Biodegradacao, Bioestimulacdo, PAH, Solo



ABSTRACT

Bioremediation of PAH Contaminated Soils (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons - Pyrene and
Phenanthrene)

Soil is a vital resource for the most varied forms of life that cohabit the Earth. The UN 2030 goals
include soil as one of the resources that should receive the most attention due to its importance. One of
the main groups of pollutants that contaminate the soil all over the globe are polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAH), classified as carcinogenic and / or mutagenic, resulting from the incomplete
burning of organic compounds. Economy sectors such as the treatment of fossil fuels or climatization
systems are the ones that most contribute to its emission. Its emission has increased in the last
decade, some European countries (including Portugal), increased their emission as a result of the

increase in the number of power plants that use biomass.

Biostimulation and biocaugmentation are among the most studied bioremediation techniques in an

attempt to find an effective and low-cost solution for the remediation of PAH-contaminated soils.

The main objectives of this work are proven by the exposure to pyrene and phenanthrene degrading
microorganisms and studied soil samples, to evaluate the degradation rates of each one of these
pollutants, over time and for different previous tests, in biostimulation and bioaugmentation tests and
determine the degradation coefficients, in the sense of applying them to mathematical models in order

to generate predictive models for decreasing the quantities of these pollutants in the soil.

For the tests carried out (Biostimulation, Bioaugmentation A and Bioaugmentation B), it was possible to
prove the presence of microorganisms capable to degrade the pollutants studied. Defined as equations,
one for each test and for each one of the pollutants, which are part of the initial concentration returned
and the amount estimated by the end of 21 days (under the conditions studied and in identical soil
matrix to the sample) and finally the coefficients were used of degradation for each of the different tests
that, when applied to the mathematical model, returns a forecast of variation in the concentration of

each pollutant for the conditions of each test, over time.

KEYWORDS: Soil, Biodegradation, PAH, Biostimulation, Bioaugmentation
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Anexos

Figura A.O1: Reta de calibracdo obtida a partir de concentracdes conhecidas de criseno dissolvido em
acetonitrilo para o comprimento de onda (A) de 254 nm. A reta obtida é y = 0,0017x, com um
coeficiente de determinacéo (R?) de 0,9999.

Figura A.02: Reta de calibracao obtida a partir de concentracdes conhecidas de pireno dissolvido em
acetonitrilo para o comprimento de onda (A) de 254 nm. A reta obtida ¢ y = 0,0074x, com um
coeficiente de determinacéo (R?) de 0,9998.

Figura A.03: Reta de calibragédo obtida a partir de concentragdes conhecidas de fenantreno dissolvido

em acetonitrilo para o comprimento de onda (A) de 254 nm. A reta obtida é y = 0,0011x, com um
coeficiente de determinacéo (R?) de 0,9993.
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LisTA DE ABREVIATURAS

A

APCcry Area do pico do cromatograma para o criseno
APCppe Area do pico do cromatograma para o fenantreno
APCpyr Area do pico do cromatograma para o pireno
Au Ouro

B

BE Bioestimulacao

BAA Bioaumentacao A

BAB Bioaumentacao B

Cc

CAS Chemical Abstracts Service

CEB Centro de Engenharia Bioldgica

CRY Massa de criseno (ug)

E

EEA Agéncia Ambiental Europeia

EPA Environmental Protection Agency

ETAR Estacdo de Tratamento de Aguas Residuais

F

FAO Organizacao da Nacdes Unidas para a Alimentacao e Agricultura
I

ISO International Standard Organization

M

MML Meio Mineral Liquido

)

ONU Organizacdo das Nacdes Unidas

P

PAH Policiclic Aromatic Hidrocabons — Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos
PHE, Massa de fenantreno (ug)

PYR, Massa de pireno (ug)

R

R Coeficiente de Correlacao de Pearson

Re Coeficiente de determinacéo
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Biorremediacao de Solos Contaminados com PAH (Pireno e Fenantreno) Introducao

1.1.SoLo

Sdo multiplas as definicdes de solo que embora diversas, sdo coincidentes no que concerne a sua
localizacao (a superficie da Terra), a sua constituicdo (muito heterogénea) e ao seu papel vital para os
ecossistemas e biosfera (plantas e outros organismos vivos). A Comissao Europeia na sua £stratégia
temadtica de protecdo do solo define que “O solo é geralmente definido como a camada superior da
crosta terrestre, formada por particulas minerais, matéria organica, agua, ar e organismos vivos. O solo
constitui a interface entre a terra, o ar e a agua e aloja a maior parte da biosfera” (Comissao Europeia,

2006).

O solo & um recurso dindmico constituido por componentes biéticos e abidticos. A sua componente
abiotica inclui minerais de granulometria variada (das areias as argilas), agua, gases e matéria
organica. A parte bioldgica é constituida por todos os organismos vivos incluindo plantas, animais e
microrganismos (fungos e bactérias). As propriedades fisicas, quimicas e biologicas permitem que o
solo responda, geralmente, de forma dindmica a quaisquer alteracdes ambientais que possam ocorrer.
As relacbes complexas que se estabelecem no solo entre a sua componente bidtica e abidtica tm um
papel de vital importancia na formacao do solo, degradacdo da matéria organica, ciclo de nutrientes e
degradacdo de alguns contaminantes. Desta forma, o solo assume varias funcdes vitais como a
producdo de biomassa e alimento, habitat para varios organismos, filtracdo e regulacado do ciclo da
agua, degradacao da matéria organica, ciclo dos nutrientes, armazenamento de carbono e suporte

para a vida humana (Cachada ef a/,, 2018).

Cerca de metade da superficie terrestre esta a ser usada diretamente pela humanidade e as nossas
atividades estao a alterar de forma significativa a ecologia da Terra. Em algumas zonas do planeta a
fertilidade do solo tem vindo a degradar-se, em paralelo com o nimero de pessoas a alimentar que
continua a crescer. Restabelecer o equilibrio ambiental do planeta é o desafio para a humanidade nas
proximas geracdes. O solo desempenha um papel central nos desafios ambientais de hoje: desde a
poluicao das aguas as alteracdes climaticas, da perda de biodiversidade a producao de alimento para a
populacao, o ecossistema global é afetado de muitas e variadas formas por processos que ocorrem no
solo. A urbanizacao da paisagem tende a afastar as pessoas do contacto direto com o solo, o que leva
a uma perda de consciéncia da dependéncia que temos deste recurso. A nossa dependéncia do solo,
no futuro, tendera a aumentar e nao a diminuir. Infelizmente, a quantidade de solo disponivel tende a

diminuir devido a pressado urbanistica e degradacdo do mesmo. Conceber um modo eficiente de gestéo
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deste recurso vital € essencial para a nossa sobrevivéncia bem como para a de todas as outras

espécies com quem partilhamos o planeta (Brady and Weil, 2019).

A comunidade internacional, em sede da Organizacdo das Nacdes Unidas, esta sensibilizada para a
importancia do papel do solo como um recurso vital. A prova desta importancia esta vertida na
definicdo e objetivos para um Desenvolvimento Sustentavel na Agenda “Transformar o Nosso Mundo:
Agenda 2030 para o Desenvolvimento Sustentavel” (ONU, 2015). O solo é referido em quatro objetivos
diferentes ligados a erradicacdo da fome, qualidade da saude, producdo e consumos sustentaveis e
protecdo da vida terrestre. As medidas para atingir estes objetivos até 2020 passam pela gestdo
ambientalmente saudavel dos produtos quimicos e de todos os residuos, ao longo do seu ciclo de vida
e de acordo com 0s marcos internacionais acordados, e pela significativa reducdo da libertacdo destes
para o ar, agua e solo, a fim de minimizar os seus impactos negativos sobre a salide humana e o meio
ambiente. Com um horizonte temporal mais alargado, até 2030, pretende-se garantir sistemas
sustentaveis de producao de alimentos com praticas agricolas resilientes, que aumentem a
produtividade e a producdo, que ajudem a manter os ecossistemas, que fortalecam a capacidade de
adaptacao as alteracdes climaticas, as condicbes meteoroldgicas extremas, secas, inundacoes e outros
desastres, e que melhorem progressivamente a qualidade da terra e do solo. Também se pretende
reduzir substancialmente o numero de mortes e doencas devido a quimicos perigosos, contaminacao e
poluicdo do ar, agua e solo, restaurar a terra e o solo degradados, incluindo terrenos afetados pela
desertificacdo, secas e inundacdes, e lutar para alcancar a neutralidade em termos de degradacao do

solo (ONU, 2015).

As bases para uma gestao sustentavel do solo estao lancadas. A comunidade internacional reconhece
que € um recurso fundamental e de lenta regeneracao e a sua conservacao ao nivel local, regional e
internacional ¢ fulcral. Os préximos dez anos sdo fundamentais para perceber qual o rumo que

politicas darao a conservacao e gestdo sustentaveis deste recurso vital.
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1.2. QUALIDADE DO SOLO

As funcoes do solo dependem de um sem numero de propriedades fisicas, quimicas e biologicas que
quando combinadas determinam a qualidade de um determinado solo. Essa qualidade garante que o
solo possa realizar plenamente as suas funcdes ecologicas e de servicos. A diversidade de solo é
enorme, quer em termos de propriedades, quer em termos das suas qualidades, limitacdes e
potenciais. Mesmo em pequenas distancias e em intervalos relativamente curtos, as variacbes das
caracteristicas dos solos podem ser significativas, tornando a monitorizacdo ambiental do solo muito

complexa (Brammer and Nachtergaele, 2015).

A qualidade do solo determina a sua capacidade em desempenhar funcdes ecoldgicas. Essa qualidade
reflete a combinacdo das suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas. Algumas dessas
propriedades como a textura e o tipo de minerais que o constituem sao relativamente imutaveis e
ajudam a definir o tipo de solo. Ja propriedades como a estrutura e o teor de matéria organica podem

ser alteradas significativamente através de processos de gestao (Brady and Weil, 2019).

Enguanto a qualidade do solo é associada a aplicabilidade deste num determinado uso, existem alguns
autores (Cachada et a/., 2019, Bone ef a/,,2010) que usam o termo saude do solo definido como “a
capacidade de um determinado solo de funcionar como sistema vital, dentro das fronteiras de um
ecossistema ou determinado uso, de sustentar a producao de plantas e animais, manter ou melhorar a

qualidade do ar e da dgua e promover a saude de plantas e animais” (Doran et a/,, 2000).

Por estas razbes a definicdo de qualidade do solo esta ligada ao seu uso. A funcéo requerida do solo
em areas naturais ou agricolas & muito diferente da funcéo solicitada para um solo de uso comercial
ou industrial. A dificuldade de se estabelecer uma definicao esta relacionada com a variedade de uso,
condices geograficas, tipos de solo e falta de entendimento de processos que ai ocorrem. E dificil
definir a qualidade e ainda mais dificil quantifica-la. A qualidade de um solo & normalmente
estabelecida através de processos de identificacdo, medicao de indicadores fisicos, quimicos e
biolégicos. Contudo algumas questdes sao levantadas como, por exemplo, o numero de indicadores
que devemos considerar, o que faz com que a qualidade do solo seja parcialmente subjetiva, mas

sempre relacionada com as fungdes que se esperam tendo em conta o seu uso (Cachada et a/,, 2019).

Vitor Bertoluci Tese de Mestrado em Gestdo Ambiental 4



Biorremediacao de Solos Contaminados com PAH (Pireno e Fenantreno) Introducao

1.3. CONTAMINACAO E POLUICAO DO SOLO

Existem as mais diversas definicdes para contaminacao e poluicdo. Uma delas é referida por Anabela
Cachada (Cachada et a/,, 2019) como “a simples presenca de uma substancia ou elemento quimico
que, ou nao deveria ali existir ou nao existir em concentracbes acima do previsto. Poluicao é a
contaminacédo da qual pode resultar efeito biolédgico adverso as comunidades existentes (Chapman,
2007)". Desta definicdo concluimos que contaminante & uma substancia ou elemento quimico que é
indcuo para o ecossistema, enquanto poluente € uma substancia ou elemento quimico que causam
efeitos nefastos ao ecossistema (Cachada et a/, 2019). A catalogacdo de contaminantes como
poluentes depende da sua concentracdo em determinado ecossistema e dos eventuais efeitos nefastos

nos organismos presentes nesse mesmo ecossistema (Walker ef a/., 2018).

A expressao “Poluicdo do solo” refere-se a presenca de um elemento quimico ou substancia estranha
ao local ou em concentracées anormalmente elevadas que tém um efeito adverso em um ou varios

organismos (FAO & ITPS, 2015).

No que concerne a sua natureza a grande maioria dos poluentes é de origem antropogénica, mas
alguns contaminantes podem ocorrer naturalmente no solo como componentes da fracdo mineral e
podem ser tdxicos em concentracdes elevadas. Geralmente a constatacdo de que um solo esta poluido
ndo é percecionada visualmente, fazendo com que seja um perigo escondido (Rodriguez-Eugenio, N.,

McLaughlin, M.e Pennock, D., 2018).

A degradacéo do solo devido a contaminantes € uma questdo importante a nivel mundial, em especial
em areas humanizadas, e tem vindo a acentuar-se, aumentando progressivamente depois da
Revolucao Industrial devido essencialmente ao uso em larga escala de fertilizantes, expansao da
producdo industrial e ao uso de combustiveis fosseis (Cahada et a/,, 2019). Também a diversidade de
contaminantes tem vindo ao aumentar exponencialmente devido a constante evolucdo na producao de
agroquimicos e ao desenvolvimento industrial com a producao de novas substancias para as mais
variadas finalidades. Esta diversidade e a transformacao bioldgica destes compostos organicos em
diversos metabolitos faz com que a quantificacao e identificacdo destes contaminantes no solo sejam
cada vez mais dificeis e mais dispendiosas. O efeito no solo desta contaminacao depende de outros
parametros como a mobilidade dos contaminantes, a sua biodisponibilidade e o seu tempo de

residéncia (FAO & ITPS, 2015).

A Organizacdo da Nacdes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAO) publicou em 2018 um

documento intitulado “Poluicdo do solo, uma realidade escondida” da autoria de Natalia Rodriguez
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Eugenio da FAO, Michael McLaughlin da University of Adelaide e de Daniel Pennock da University of
Saskatchewan e membro do Painel Técnico Intergovernamental sobre os Solos. Esta publicacéo
pretende servir de guia para a implementacdo de uma resolucdo da Assembleia Geral das Nacoes
Unidas que solicita aos paises que acelerem as acoes relacionadas com a gestdo da poluicdo dos
solos. Nele estdo contidas informacdes base cruciais para a identificacdo dos principais contaminantes
bem como para a gestdo e remediacao de locais contaminados. Os pontos seguintes (Contaminantes

de Origem Natural e Contaminantes de Origem Antropogénica) sdo a compilacdo desse documento.

1.3.1. CONTAMINANTES DE ORIGEM NATURAL

Uma vez que a poluicdo de um solo depende da concentracdo de um determinado contaminante, é
crucial separar o conceito de valor base do conceito de valor de fundo, em especial quando definimos a
extensao da contaminacao em areas onde a legislacdo ambiental ainda nao estabeleceu valores limite
para todos os parametros (Albanese et a/. 2007).

Valores de fundo indicam teor natural de origem geoldgica, enquanto valores base indicam o teor atual
de um elemento no ambiente superficial num determinado ponto (Reimann, Filzmoser and Garrett,
2005; Salminen and Gregorauskiene, 2000).

As concentracdes de fundo nos solos de uma determinada regido estdo fortemente ligadas com a
rocha-mae e com as dindmicas ambientais que levaram a sua formacdo. O uso de médias ou
intervalos de valores ndo é adequado para determinar valores de fundo a nivel local ou regional
(Horckmans et al., 2005; Paye, Mello and Melo, 2012). Por exemplo solos com origem na mesma
rocha-mae, podem apresentar variacdes de concentracdo de metais pesados de diferenca de duas ou
trés ordens de grandeza (Shacklette and Boerngen, 1984).

Eventos naturais como erupcdes vulcanicas ou fogos florestais podem provocar poluicao natural
guando elementos ou substancias toxicas sao libertados para o ambiente. Exemplo destas libertacdes
sao as dioxinas (Deardorff, Karch and Holm, 2008) e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH).
Por norma, esta poluicdo natural ndo causa problemas ambientais devido a capacidade regenerativa e
de adaptacéo das plantas (Kim, Choi e Chang, 2011). O problema surge quando os ecossistemas sao
alvo de pressdes externas, que alteram a sua resiliéncia e capacidade de resposta.

Os PAH podem também ocorrer naturalmente no solo, normalmente com origem cdsmica, sendo
relativamente comum a presenca de pd cosmico ou meteoritos (Basile, Middleditch e Oro, 1984; Li,

2009) ou derivam de alteracdes por rearranjo molecular de ceras processadas existentes na matéria
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organica no solo (Trendel et a/, 1989). A producao bioldgica de PAH ¢ favorecida em ambiente redutor

(Thiele e Briimmer, 2002).

1.3.2. CONTAMINANTES DE ORIGEM ANTROPOGENICA

Séculos de atividade humana resultaram no aparecimento de problemas de poluicdo do solo um pouco
por todo o planeta (Bundschuh ef a/, 2012; DEA, 2010; EEA, 2014; FAO & ITPS, 2015; Luo et al,
2009; SSR, 2010).

As principais fontes antropogénicas de poluicdo dos solos sdo quimicas: produtos usados ou
produzidos em atividades industriais, domésticas e residuos urbanos, incluindo aguas residuais,
agroguimicos e produtos derivados de petroleo. Estes quimicos podem ser libertados no ambiente
acidentalmente, por exemplo, em derrames de crude e lixiviacdo de aterros sanitarios, ou
intensionalmente, que é o caso do uso de fertilizantes e pesticidas, a irrigacdo com aguas residuais nao

tratadas ou aplicacéo de lamas de estacdes de tratamento de aguas residuais no solo.

e Atividade Industrial

A gama de produtos quimicos usados na atividade industrial é vasta, tal como o seu impacte no
ambiente. As atividades industriais libertam poluentes para atmosfera, solo e corpos de agua. Os
poluentes gasosos libertados para a atmosfera podem entrar no solo diretamente, através de chuvas
acidas ou por deposicdo atmosférica. Antigas zonas industriais podem ainda ter sido poluidas por via
do incorreto armazenamento de substancias ou descarga direta de residuos no solo. Muitos poluentes
de origem antropogénica podem ser dispersos a partir de poeiras de zonas de armazenamento nao
protegidas de matérias-primas para processamento ou de pilhas de material, de residuos, de cinzas e
fogos (Alloway, 2013).

De acordo com a Diretiva Europeia relativa a Prevencao e Controlo Integrados da Poluicao (PCIP) (EC,
1996), as atividades potencialmente poluidoras podem ser agrupadas em seis categorias principias: 1)
industrias energéticas; 2) producao e processamento de metais; 3) mineracao; 4) industria quimica; 5)
gestdo de residuos e 6) outras atividades (incluindo a producdo de papel e cartdo, industria téxtil,
curtumes, matadouros, criacao intensiva de animais, instalacbes que usam solventes organicos e

também a producao de carvao e grafite) (Garcia-Pérez et al., 2007).
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o Extracao de Minério

A extracdo de minério teve, desde sempre, um grande impacte no solo, agua e bioma (FAO & ITPS,
2015). Podem ser encontrados, em todo o mundo, muitos exemplos documentados de solos altamente
contaminados associados a atividade mineira (Alloway, 2013). O processo térmico de separacdo dos
metais tem introduzido muitos poluentes no solo. As instalacdes de extracdo e fusao libertam enormes
quantidades de metais pesados e outros elementos téxicos (incluindo PAH) para o ambiente onde
persistem por longos periodos, mesmo apds o final das atividades (Ogundele ef a/., 2017).

Zonas de extracao de gas e petroleo sao também pontos de contaminacdo do solo devido a derrames
de solucao salina e de crude. A solucao salina, para além dos elevados teores de sal, pode também
conter vestigios de elementos naturais radioativos. Derrames de crude em campos de pocos e de

oleodutos sdo outra das fontes de poluicdo em areas de producao e transporte de petréleo.

o Urbanizacao e Infraestruturas de Transportes

O desenvolvimento generalizado de infraestruturas como habitacdes, estradas e vias férreas tem
contribuido consideravelmente para a degradacdo do meio ambiente. Os efeitos negativos mais
significativos sdo a impermeabilizacdo do solo e alteracdes do seu uso (uso produtivo para nao
produtivo). Além destas ameacas ao uso do solo, outros grandes impactes que estas estruturas
provocam ¢ a entrada de diferentes poluentes nos ecossistemas. Embora seja uma das maiores
ameacas, a poluicdo do solo pelas infraestruturas nao tem sido considerada no que concerne a
avaliacdo de impactes e a reflexdo durante a fase de planeamento.

Atividades ligadas aos transportes, dentro e a volta de centros urbanos, constituem uma das principais
fontes de poluicdo do solo, ndo sé por causa das emissdes dos motores de combustéo interna que
podem difundir mais de 100 metros por transporte atmosférico e dos derrames de combustiveis, mas
também das atividades e alteracdes que resultam da instalacdo das vias de comunicacao (construcao,
manutencao, uso, alteracdes do uso do solo, etc.) (Mirsal, 2008).

A dispersao de aguas pluviais pelo trafego e as escorréncias, que podem ser significativos no caso de
sistemas de drenagem sem a manutencdo adequada, podem transportar poluentes como PAH,
borracha e compostos derivados da degradacdo de matérias plasticas (Kumar and Kothiyal, 2016;
Wawer et al, 2015). A poluicdo do solo na vizinhanca de estradas e autoestradas tem especial
importancia nos solos urbanos e nos solos das periferias de grandes aglomerados populacionais,
podendo ser uma ameaca maior se ai existirem zonas de producao agricola podendo entrar na cadeia

alimentar caso sejam assimilados pelas plantas. Os principais processos de assimilacdo de poluentes
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por plantas, observados na proximidade de estradas e autoestradas sdo a deposicdo folicular e a
absorcao radicular (Hashim et al,, 2017; Kim et al, 2017; Zhang et a/., 2015b). Como a existéncia de
zonas de pastagem junto a vias de comunicacao sdo muito comuns, a ingestdo de plantas que
crescem em solos contaminados acarretam o risco de transferéncia de poluentes que podem afetar a

salide humana e dos animais (Cruz et al., 2014).

¢ Residuos Sélidos Urbanos e Aguas Residuais
Com o aumento da populacdo mundial aumenta também a quantidade de residuos gerados. Em
especial nos paises subdesenvolvidos e em vias de desenvolvimento, as elevadas taxas de crescimento
populacionais e 0s consequentes aumentos da geracao de residuos e de aguas residuais, combinados
com a falta de servicos municipais que facam a gestdo e tratamento dos mesmos, criam uma situacao
perigosa.
A deposicdo de residuos soélidos urbanos em aterro e a incineracado sao as duas formas mais comuns
de gestdao. Em ambos os casos, muitos poluentes tais como metais pesados, PAH, medicamentos,
produtos de higiene pessoal e seus derivados acabam por se acumular no solo e em lengois de agua
(Swati et al, 2014), seja diretamente a partir de lixiviados, ou através da deposicdo das cinzas emitidas
pelas instalacdes de incineracdo (Mirsal, 2008). Bardena e co-autores (2011) descobriram uma
mistura complexa de poluentes em lixiviados de aterros que alteram a qualidade das aguas
subterraneas e acabam também por afetar a cadeia alimentar.
A intensificacdo do uso de equipamentos elétricos e eletronicos e a rapida alteracao das caracteristicas
técnicas dos mesmos, faz com haja cada vez maior producdo de residuos desta natureza, dado que
guando estes equipamentos deixam de funcionar tornam-se obsoletos e eventualmente, residuos. Estes
residuos contém elementos valiosos como o cobre e ouro, mas também muitas outras substancias
perigosas 0 que torna impossivel o seu tratamento como residuo solido urbano comum. Na Europa e
na América do Norte a maioria dos residuos elétricos e eletrénicos nao sao reciclados (Barba-Gutiérrez,
Adenso- Diaz e Hopp, 2008; Sthiannopkao e Wong, 2013), enquanto que nos paises em
desenvolvimento ou nas economias emergentes estes residuos tornaram-se fonte de rendimento.
Na industria criada em volta da valorizacao deste tipo de residuos apenas 25% do volume processado
corresponde a centros de reciclagem formais, o restante é reciclado em centros informais usando
técnicas primitivas como a queima de cabos para recolha de cobre. Estas técnicas libertam um

manancial de substancias perigosas (retardadores de fogo, dioxinas, PAH e metais pesados) sem
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medidas de minimizacdo dos efeitos adversos que estas tém para o ambiente e para 0 Homem
(Perkins et al., 2014).

Os plasticos sdo outra das principais fontes de poluicdo. Eles sado largamente usados para a
embalagem de comida, sacos de compras e utensilios de uso diario como escovas de dentes, canetas
e muitos outros. A sua presenca estd espalhada por todo o globo, mesmo em areas em que a
presenca humana ¢é sé temporaria. Os plasticos sdo também, em geral, persistentes e vao-se
acumulando nos oceanos e em aterros, mas também nos solos perto dos centros de producao e de
consumo. Os polimeros usados sdo geralmente considerados bioquimicamente inertes e nao
representam uma ameaca para o ambiente. No entanto em materiais plasticos podem ser encontrados
monomeros ou oligdceros residuais de reacdes de polimerizacao incompletas (Araujo ef al., 2002).

Os monoémeros mais perigosos, classificados como carcinogénicos e/ou mutagénicos, sdo 0s
pertencentes as familias dos poliuretanos, poliacrilonitrilos, cloreto de polivinilico e resinas epoxi
(Lithner, Larsson e Dave, 2011).

Todos os plasticos, de macro ou nano escala, estdo em risco de ser lixiviados ou adsorverem
substancias perigosas como poluentes organicos persistentes e PAH (Bjornsdotter, 2015).

A presenca e efeitos dos plasticos em organismos e ecossistemas aquaticos estdo bem documentados
(Browne et al., 2008; Thompson, 2004), mas o risco para a salde humana e ecossistemas terrestres
continua a necessitar de investigacado (Lithner, Larsson and Dave, 2011; Rillig, 2012; Rocha-Santos
and Duarte, 2015). Sdo escassos o0s estudos sobre o destino dos plasticos no solo.

O uso de lamas de ETAR para correcdo de solos pode ser benéfico, uma vez que contém matéria
organica e nutrientes para os solos. No entanto, se ndo forem corretamente tratadas antes da sua
aplicacao muitos poluentes podem acumular-se no solo e eventualmente entrar na cadeia alimentar.
Na Europa, o uso de lamas de ETAR esta regulado, mas isso ndo acontece em todo o lado. O uso de
aguas residuais tratadas para irrigacdo de culturas ¢ uma solucdo comum para a escassez de agua

nas regides aridas e semiaridas (Jefatura del Estado, 2001; Keraita e Drechsel, 2004; Uzen, 2016).
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1.4. HIDROCARBONETOS AROMATICOS PoLicicLICOS

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH) sdo um grupo de poluentes organicos, persistentes e
semivolateis. Os PAH representam um grupo vasto de moléculas com propriedades fisico-quimicas
variadas compostas por dois ou mais anéis de benzeno fundidos com partilha de um par de atomos de
carbono. Os PAH mais conhecidos sdo o antraceno, fluoranteno, naftaleno, pireno, fenantreno e
benzopireno (Lerda, 2011).

Por norma os compostos definidos como PAH sado encontrados em grupos de dois ou mais. S&o
formados naturalmente fazendo parte de produtos como petroleo, carvao betuminoso e alcatrdo de
madeira, um produto comummente usado para preservar madeira. Outro dos métodos de formacao
dos PAH é o processo de queima incompleta de materiais organicos (combustiveis fosseis, carvao,
madeira e residuos) (US EPA, 2008).

O fato dos PAH terem uma solubilidade em agua extremamente baixa e também as baixas taxas de
transferéncia de massa na fase solida, podem limitar a sua biodisponibilidade para microrganismos,
dificultando assim a atenuacdo natural por processos microbianos. Os PAH acumulam-se nos solos por
causa da sua persisténcia e hidrofobidade e tendem a ficar retidos no solo por longos periodos. Por
estas razbes a maior parte dos PAH sdo considerados poluentes organicos persistentes (POP) e
encontram-se presentes no ar, agua, solo e sedimentos (Lin ef a/,, 2013).

Os PAH atrairam a atencdo dos cientistas devido a sua elevada toxicidade, o fato de serem
mutagénicos e carcinogénicos e a sua presenca no ambiente ser muito abrangente (EFSA, 2008).
Devido a vasta gama de PAH, cientistas e reguladores focaram-se em 6 compostos que foram
identificados como carcinogénicos e/ou mutagénicos e sdo considerados individualmente na £PA’s

Priority Chemical List (US EPA, 2008).

Tabela 1.01 - Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos considerados, pelas suas caracteristicas, individualmente como
poluentes EPA Priority Chemical List (EPA, 2019)

Composto CAS Composto CAS
Acenafteno 83-32-9 Benzo(g,h,i)perileno 191-24-2
Anatraceno 120-12-7 Flureno 86-73-7
Pireno 129-00-0 Fenantreno 85-01-8
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1.4.1. Tiros b PAH

Devido ao elevado numero de compostos, mais de 100 (US EPA, 2008), os PAH foram agrupados em
dois grupos de acordo com o seu peso molecular:

PAH de baixo peso molecular, moléculas caraterizadas por um peso molecular inferior a 200 g.mol-.
Estruturalmente com dois ou trés anéis de benzeno (Figura 1.01), por norma volateis e que ocorrem

maioritariamente na atmosfera (Srogi, 2007).

Figura 1.01 - Esquema da molécula de fenantreno composta por 3 anéis de benzeno interligadas

PAH de alto peso molecular, moléculas caraterizadas por um peso molecular superior a 200 g.mol.
Estruturalmente com quatro ou mais anéis de benzeno (Figura 1.02), espacialmente arranjados das
mais variadas formas e dependendo da temperatura estdo repartidos entre a atmosfera e a matéria

particulada (Srogi, 2007).

Figura 1.02 — Esquema da molécula de pireno composta por 4 anéis de benzeno interligadas
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1.4.2. FONTES DE EMISSAO

As principais fontes de emissdo de PAH sdo a combustdo incompleta de carvao, gas, petroleo e
residuos, bem como a pirolise de materiais organicos, a agricultura, motores de combustao interna e
alteracao diagenética de matéria organica (Conte et a/, 2001).

A Agéncia Europeia de Ambiente compila e publica regularmente dados relativos as emissdes de PAH
do conjunto de paises membros da agéncia (conjunto de paises da Unido Europeia mais a Islandia,
Suica, Noruega, Liechtenstein e Turquia), ao abrigo Convencdo sobre Poluicdo Atmosférica
Transfronteiras a Longa Distancia, dividindo estas por setor responsavel pela emissao.

Na figura 1.03 podemos constatar que a grande maioria das emissdes (mais de 88%) sdo originadas

por processos energéticos relacionados com o conforto térmico e processos industriais.

Transportes rodoviarios;
1,65%

Produczo e distribuicéo Transportes nao rodoviarios;
energética; 2,00% 0,08%

''''''''''''' Edificioscomerciais,'-'-'-'-'- . . . I .
"""" institucionais oLt . « 7 Processos Industriais e uso |: Resid 6.06%
............ . T . 5 . esiduos; 6,06%
------------- habitacionais; 41,25% |~ - - "+ " > s, deprodutos; 47,30% :I:-: :

Energia para uso industrial;

1,60% Outros; 0,05%
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Figura 1.03 - Distribuicdo da emissdo de PAH segundo a sua origem (Adaptadp: EEA,2018) - Dados do Liechtenstein, Malta
e Turquia nao foram considerados)

Os valores das emissoes de “Edificios Comerciais, Institucionais e Habitacionais” contribuem com 41%
do total de emissdes de PAH do grupo dos 33 paises que constituem a Agéncia Ambiental Europeia
(EEA). No entanto, as emissdes diminuiram desde 1990 como resultado da diminuicdo do uso de
carvao para aquecimento residencial.

Mas o maior contribuidor sédo os denominados “Processos industriais e uso de produtos”, que
contribuem com 47% das emissdes de PAH no espaco EEA. Em termos relativos (base 1990) este valor
foi reduzido em mais de 50% devido essencialmente ao avanco tecnoldgico dos processos de refinacao
e fuséo de metais.

Outro dos setores que beneficiou com o aprimoramento técnico e tecnoldgico foi o setor rodoviario. Os
esforcos para tornar este setor mais verde fazem com que do valor global de PAH, este setor seja

responsavel por apenas 1,65% das emissdes (EEA, 2018).
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Entre os anos de 1990 e 2016 a emissdo de PAH na regido EEA diminuiu 83%. Este resultado foi
conseguido gracas a legislacdo especializada e focada nesse objetivo, que se aliou a um maior controlo
e substituicao de tecnologias obsoletas por outras mais amigas do ambiente.

No entanto, embora a maioria dos paises tenha conseguido uma diminuicdo das emissdes de PAH
desde 1990, trés paises (Dinamarca, Finlandia e Portugal) registaram um aumento das emissdes de
PAH, em média, superiores a 40% relativamente a 1990. Uma das causas deste aumento esta
relacionada com a introducdo de medidas que privilegiam a queima de materiais renovaveis (por
exemplo sistemas de aquecimento baseados em madeira). O processo de combustdo da madeira
provoca emissdes de PAH e foram incentivadas ao abrigo de politicas de controlo de emissdes de
poluentes que contribuem para as alteracdes climaticas (queima de matérias renovaveis em detrimento
de matérias nao renovaveis) que, no entanto, tiveram outras consequéncias. No computo geral, estes
trés paises tém uma contribuicdo relativamente baixa quando comparados com o total da EEA, mas tal
pode afetar localmente as populacdes e o meio ambiente. Isto é tanto mais preocupante considerando
que o0s paises que registaram, em valores absolutos, o valor mais elevado no conjunto dos 33 foram
Portugal e Espanha, o que pode originar problemas regionais a ter em consideracao (EEA, 2018).
Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (PAH) tém sido detetados um pouco por todo o mundo,
mesmo em locais que se encontram longe de atividades industriais como os tropicos e as regides
polares. Em muitos solos tropicais compostos como o fenantreno, naftaleno e pirileno sdo mais
abundantes do que em solos temperados. Nestes solos temperados, o benzo[a]fluoranteno, composto
de elevado peso molecular, é frequentemente o PAH dominante (Mohan ef a/,, 2006).

As fontes de poluicdo de PAH sdo muito diversas e alteracdes na fonte emissora ou nos percursos de
transporte podem influenciar significativamente o perfil de distribuicdo destas moléculas (Saranya

Kuppusamy, 2017).
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1.4.3. DEesTINO DOS PAH NO soLO

Apds a entrada no solo, os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos podem ser atenuados ou
degradados por uma variedade de processos fisico quimicos ou bioldgicos como a volatilizacdo e/ou
fotooxidacdo, sorcdo irreversivel na matéria organica do solo, lixiviacdo para aguas subterraneas,
absorcado por plantas ou degradacéo por microrganismos (Okere, 2011).

A taxa a que estes processos ocorrem e a quantidade de PAH que sdo degradados ou retidos no solo
sao controlados por inimeros fatores, entre eles, propriedades e tipo de solo (teor de matéria organica,
teor de argila ou minerais, estrutura e composicdo de material humico), temperatura do solo,
humidade, potencial redox, disponibilidade de nutrientes, presenca e atividade de organismos
degradadores, propriedades de cada PAH como o peso molecular, biodisponibilidade, toxicidade e

tempo de meia-vida (Wilson and Jones, 1993; Duan et a/., 2013).
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Figura 1.04 - Destino dos PAH no solo ao longo do tempo (Adaptado de S. Kuppusamy et al., 2017)
A maioria dos PAH apresentam um comportamento bietapico relativamente ao seu desaparecimento
no solo, sendo que apds uma fase inicial em que a taxa de degradacao é relativamente alta, esta tende
a diminuir com o tempo devido a diminuicao da fracao biodisponivel dos PAH. Em solos com altos
teores de matéria orgénica e argilas, os PAH sao protegidos pelas suas ligacdes a matéria organica e
difusao nos microporos, limitando assim a sua degradacéo (Okere and Semple, 2011).
O principal processo pelo qual os PAH sao removidos dos solos é bioldgico, através da degradacao ou
co-degradacdo em etapas mediadas por bactérias, fungos ou algas. A biodisponibilidade dos

contaminantes para os microrganismos ¢é fundamental nestes processos (Cébron ef al., 2013).
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A sorcdo de PAH quer pela matéria organica quer pela componente mineral dos solos é determinante
para a libertacdo de PAH para a solucdo do solo, limitando assim a sua biodisponibilidade (Barnier et
al., 2014).

A capacidade de captacdo de PAH pelos solos esta fortemente relacionada com o teor de matéria
organica (Lima et al/ 2012). Esta relacdo ndo depende somente do seu teor de matéria organica, uma
vez que solos com o mesmo teor de matéria organica tém potenciais diferentes de sorcdo de PAH. O
facto da matéria organica ser uma mistura heterogénea de proteinas, polissacarideos e lipidos
(biopolimeros), substancias humicas e diferentes combinacdes de compostos de carbono, em que
cada composto tem um potencial diferente de sorcdo de PAH, a quantidade relativa de cada um dos
seus constituintes influéncia diretamente a sua capacidade de sorcado (Mechlinska et a/., 2009).

Outras carateristicas da matéria organica que influenciam significativamente a sorcdo de PAH s&o a
estrutura, arranjo espacial, propriedades fisicas e polaridade (Zhu et a/., 2016).

Para além da matéria organica também a fracdo mineral de cada solo contribui para a sua capacidade
global de captacdo de PAH. A estrutura Unica dos minerais permite que estes interajam com varios
compostos, em especial com compostos polares. Grupos hidroxilo superficiais, superficies hidrofobicas
com ligacdo Si-O, catides hidratados e metais superficiais de minerais fornecem possivel local de
sorcao de PAH. Os minerais de argila do grupo dos filossilicatos e os éxidos metalicos sdo minerais
amplamente estudados, sendo ambos sorventes eficazes no solo. No entanto, considerando que o solo
€ uma interacao complexa, a componente mineral e a componente organica de um solo interagem em
conjunto, maioritariamente agregados em detrimento de misturas isoladas. Assim a sorcdao de PAH no
solo ¢ influenciada em grande medida pelos complexos mineral-organico presentes (Xiaoya Ren ef al.

2018).
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1.4.3.1. TRANSPORTE NO SOLO

Acredita-se que o transporte dos PAH no solo resulta de uma combinacao de processos de difusao
e de processos de precipitacdo e suspensao (Mechlinska et a/,, 2009). Os processos de difusdo
estdo fortemente relacionados com a biodisponibilidade dos PAH (Johnsen ef &/, 2005). Os
principais processos que contribuem para o sequestro de PAH no solo sao a difusao intra-particular
e difusado intra-matéria organica (Northcott and Jones, 2000).

Os processos de difusdo aumentam essa biodisponibilidade dos PAH no solo. Os poros do solo, em
especial 0s macroporos , sdo a principal porta para os processos de fluxo de meio, porque
permitem um movimento rapido e sem barreiras dos contaminantes. O transporte particulado ou
transporte coloidal ocorre em duas circunstancias, ou os contaminantes sdo arrastados na forma
particulada devido a sua baixa solubilidade do meio (em geral agua) ou ligados a particulas inertes
das fases moveis (Sharma et a/, 2013). Coloides com superficies especificas elevadas permitem
que contaminantes de baixa solubilidade e/ou hidrofobicidade (caso dos PAH) sejam adsorvidos
(Tavakkoli et af., 2015).

A sorcao de PAH por elementos estaticos do solo restringem o movimento dos contaminantes,
enquanto a sorcdo por particulas nas fases moveis do solo promove 0 seu transporte, ndo s6 em
meio saturados de agua como também em meios porosos ndo saturados (embora neste caso com
algumas limitacdes). Este processo tem maior probabilidade que o anterior de agravar a difusdo da
poluicdo (Knappenberger et al, 2014; Zeng et al., 2013).

Um dos componentes do solo que tem maior importancia no transporte de PAH é a matéria
organica dissolvida. Este componente do solo, derivado da correcdo organica de solos, esta
descrito como promotor de transporte de poluentes (Li ef a/, 2005). As bactérias podem estar
fisicamente ligadas a matéria organica o que facilita o contato direto com contaminantes
associados a micelas (Schaefer and Juliane, 2007). Para além disso, a matéria organica dissolvida
diminui a probabilidade de interacao de bactérias moveis com as particulas de solo envolventes o
que contribui para o seu movimento (Jimenez-Sanchez et a/,, 2015).

A mobilidade dos microrganismos e o transporte de PAH nas fases moveis do solo, bem como a

adsorcao pela matéria organica tém um papel fundamental na degradacédo de PAH.
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1.4.4. ADAPTACOES MICROBIANAS

O processo de biodisponibilidade foi descrito por Ehlers and Luthy, 2003, como uma sequéncia de
processos de sorcao e dessorcdo dos poluentes pelos constituintes do solo até que aqueles
chegam a membrana celular e ai sdo adsorvidos pelos microrganismos.

Contudo quando os PAH se encontram em condicdes de baixa biodisponibilidade (baixa
solubilidade ou fortes ligacbes a matéria organica e minerais) as caracteristicas dos
microrganismos aparentam desempenhar um papel particularmente importante. Assim, quando
estudamos a biodisponibilidade de PAH no solo devem ser consideradas varias adaptacdes
microbianas que aumentam a biodisponibilidade dos contaminantes. Os microrganismos adaptam-
se de acordo com as variacées ambientais e estas adaptacdes podem ser morfoldgicas, fisioldgicas
ou comportamentais (Fester et a/,, 2014; Johnsen et a/., 2005).

Consumada a adaptacdo dos microrganismos para poderem degradar os PAH dissolvidos/nao
sorvidos, as moléculas sorvidas na matéria organica e mineral podem também estar disponiveis
para 0s microrganismos. Esta disponibilidade pode ocorrer de dois modos diferentes (Chen & Ding,
2012): os PAH adsorvidos pela matéria organica ou fracdo mineral do solo podem ser libertados
para a fase aquosa com a ajuda de biosurfactantes antes da biodegradacdo e ou podem ser
degradados diretamente através de ligacdo a parede celular pela acao de enzimas extracelulares.

Assim, a desorcdo ndo é um fator limitante da biodisponibilidade (Megharaj et a/., 2011).
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1.5. REMEDIACAO BIOLOGICA / BIORREMEDIACAO

A biodegradacdo ¢ o modo como a natureza degrada matéria organica, residuais, em nutrientes e
compostos utilizaveis por organismos vivos, seja na presenca de oxigénio (biodegradacédo aerdbia) seja
na sua auséncia (biodegradacdo anaerobia). Para promocado de degradacdo aerdbia sdo usadas
técnicas de campo como bioestimulacdo (arejamento e adicdo de fertilizantes), compostagem ou
armazenamento de solo em pilhas, bem como técnicas ex-sifu, mais avancadas, que recorrem a
utilizacao de bio reatores com melhor controlo da temperatura e pressao para otimizacdo dos
processos de degradacdo dos PAH (Alexander, 1999).

O processo de biodegradacdo aerdbia, também conhecido por respiracdo aerobia consiste na
degradacao de contaminantes por micro-organismos na presenca de oxigenio. As bactérias aerobias
usam o oxigénio como aceitador de eletrdes na degradacao de matéria organica e inorganica em
compostos mais simples, na maioria das vezes produzindo dioxido de carbono e agua como produtos
finais (Habe e Omori, 2003).

A biorremediacao de solos contaminados com PAH tem vindo a receber aprovacdo como tecnologia
um pouco por toda a comunidade cientifica. A biorremediacdo ¢ considerada segura, amiga do

ambiente e econémica podendo ser realizada /n-sifu (Mohan et al., 2006; Kuppusamy et al., 2017).

Na bioestimulacéo, os solos contaminados sao periodicamente sujeitos a movimentacao que promove
0 arejamento bem como a homogeneidade para a biodegradacao. As condicbes do solo sao
controladas através da monitorizacao dos teores de humidade e nutrientes, frequéncia de arejamento e
pH de modo a otimizar a taxa de degradacao dos contaminantes. Podem ser ainda ser adicionados
residuos organicos, corretores, fertilizantes de modo a melhorar o processo de degradacédo e oxidacao
por parte das populacdes microbianas existentes (Gan ef a/. 2009).

Esta técnica, para além de simples, de baixo custo e exige pouca monitorizacao dos parametros do
solo. No entanto, em solos altamente contaminados ou com compostos muito toxicos, a
bioestimulacao nao é suficiente para uma biodegradacao de PAH efetiva (Wang ef a/, 1990).

Com esta técnica, o tratamento é limitado a camada superficial do solo (10 a 35 cm) e existe a
possibilidade dos contaminantes migrarem para fora da area de tratamento. A eficiéncia deste método
¢ fortemente influenciada pelas condicdes especificas de cada localizacdo e por varidveis como a
precipitacdo que sao impossiveis de controlar e podem levar a um aumento consideravel do tempo de

remediacao.
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Caso as populacées microbianas enddgenas de uma determinada area nao possuam capacidade de
degradacdo de PAH ou as condicdes ambientais ndo sejam favoraveis a essa degradacdo, os PAH
acabam por persistir no meio ambiente por longos anos. Assim, acaba por ser necessario recorrer a
bioaumentacao, técnica onde sdo usados microrganismos especificos exogéneos (fungos e bactérias)
para realizar os processos de biodegradacdo (Castiglione ef a/, 2016). Os microrganismos
degradadores sao geralmente isolados em laboratério a partir de solos com historial longo de
contaminacao por PAH.

Na literatura sao descritas experiéncias laboratoriais de isolamento de microrganismos degradadores e
de verificacdo das taxas de degradacdo destes em diferentes condicdes. Li et a/ (2008) realizou
ensaios de fase solida e liquida (lamas) e Pinelli ef a/. (1997) usou bioreatores com agitacdo (lamas) e
fases semissolidas. Ambos encontraram diferencas nas taxas de degradacdo entre os ensaios que
realizaram. Nos ensaios de fase liquida a taxa de degradacao foi maior que os realizados com fases
sélidas ou semissdlidas. Essas maiores taxas de degradacéo foram relacionadas com maiores taxas de
desorcdo dos PAH, maior homogeneidade e maior presenca de oxigénio nos ensaios de fase liquida,
assim como com a maior proximidade entre os varios protagonistas (PAH ", oxigénio e microrganismos)
na fase liquida, aumentando assim a degradacéao.

Em 2009 Jong-Su Seo, et al., compilaram as espécies de bactérias isoladas que se comprovou serem
capazes de degradar PAH, na tabela 1.02 estdo sumarizadas as espécies isoladas capazes de

degradar pireno, fenantreno ou ambos 0s compostos

Tabela 1.02 - Lista (inacabada) de espécies de bactérias degradadoras de PAH (Adaptado: Jong-Su Seo et a/,, 2009)

Espécie Composto
Acidovorax delafieldlii Fenantreno
Arthrobacter sp. Fenantreno
Arthrobacter sulphureus Fenantreno
Bacillus cereus Pireno
Brevibacterium sp. Fenantreno
Burkholderia cepacia Fenantreno, Pireno
Burkholderia cocovenenans Fenantreno
Burkholderia sp. Fenantreno
Cycloclasticus sp. Pireno
Janibacter sp. Fenantreno
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Mycobacterium flavescens Pireno
Mycobacterium sp. Fenantreno, Pireno
Mycobacterium sp. Pireno,
Mycobacterium vanbaalenii Fenantreno, Pireno
Pseudomonas aeruginosa Fenantreno
Pseudomonas fluorescens Fenantreno
Pseudomonas paucimobilis Fenantreno
Pseudomonas putida Fenantreno
Pseudomonas saccharophilia Pireno
Pseudomonas sp. Fenantreno
Pseudomonas stutzeri Pireno
Rhodococcus sp. Pireno
Sphingomonas paucimobilis Fenantreno
Sphingomonas sp. Fenantreno
Sphingomonas yanoikuyae Pireno
Staphylococcus sp. Fenantreno
Stenotrophomonas maltophilia Pireno
Xanthamonas sp. Pireno

1.6. CROMATROGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA PRESSAO - UPLC

A cromatografia liquida foi inventada em 1900 (primeira descricdo em 1901, 31 de dezembro no XI
Congress of Naturalists and Physicians, em Sao Peterburgo) durante a pesquisa sobre pigmentos de
plantas. Mikhail Semenovich Tswett usou uma coluna com carbonato de calcio como absorvente e uma
mistura de éter de petroleo/etanol como eluente, para separar clorofila e carotenoides das folhas de
plantas (Miller, 2005). Neste sistema, a fase movel (eluente) percula pela fase estatica (adsorvente)
através da forca da gravidade. Ao longo do século XX, com os avancos na instrumentacao e na
tecnologia das colunas através do uso de materiais adsorventes cada vez mais particulados e de
pressdes de funcionamento cada vez maiores, aperfeicoando a técnica, foi possivel aumentar a
resolucdo, a velocidade e a sensibilidade na cromatografia liquida. Hoje em dia, a cromatografia
liguida, nas suas mais variadas formas, tornou-se uma das mais poderosas ferramentas de quimica

analitica (Water, 2019).
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A cromatografia liquida de ultrapressado (UPLC- Ultra Pressure Liquid Chromatography) ¢ uma técnica
com a capacidade de separar, identificar e quantificar os compostos que estdo presentes numa
solucdo, recorrendo para o efeito, a colunas com particulas de diametro caracteristico da ordem de 1
um e pressoes de funcionamento da fase mével na ordem de 1000 bar (Porto, 2014).

O tempo que uma determinada substancia, juntamente com a fase movel, demora a atravessar a
coluna (fase estacionaria) e a atingir o detetor, designa-se por tempo de retencao. O tempo de retencao
corresponde ao tempo que decorre entre o momento de injecdo da amostra e a saida do pico
(intensidade do sinal) do componente que emerge da coluna (Figura 1.05). O tempo de retencéo varia
com o fluxo, o comprimento e o didmetro da coluna (Serrano, 2013).

4 Tempo de retencéo

v

Inicio Final
do pico do pico

Intensidade no detetor

Linha base

tempo

Figura 1.05 - llustracdo de cromatograma de cromatografia liquida

Através da area do pico de uma determinada substancia, podemos calcular a sua concentracao
recorrendo a medicdo e comparacao, pelo mesmo método, de solucbes com concentracoes
conhecidas, sucessivas e calculando, por regressao linear, a funcdo que relaciona a area do pico no

detetor com a concentracao de determinada substancia (ou substancias) presentes na amostra.
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2.1. MATERIAIS E METODOS

2.1.1 RECOLHA DA AMOSTRA DE SOLO

A amostra de solo foi recolhida na Freguesia de Agucadoura (41° 27" 40,62"" N; 8° 45" 15,88"'0), no
concelho da Povoa de Varzim, Distrito do Porto, Portugal. Trata-se de uma area de intensa atividade
agricola, onde predomina a cultura de legumes e hortalicas, situada em zona de dunas terciarias.

O processo de amostragem foi realizado com um amostrador cilindrico de 5 cm de didametro e 30 cm
de comprimento. Foram recolhidas 3 amostras compostas cada uma com 3 vezes o volume do

amostrador (FAO, 2015).

2.1.2 CARATERIZAGAO FisiC0O-QUiMICA DA AMOSTRA DE SOLO

As analises fisico-quimicas do solo foram realizadas no Laboratério de Solo e Plantas da Universidade

de Tras-os-Montes e Alto Douro de acordo com os seguintes protocolos para cada um dos parametros:

Tabela 2.01 - Parametros analisados e Norma,/ Protocolo utilizado

Parametros Unidades Norma / Protocolo
Granulometria (g.kg) ISO 11277
Teor de matéria organica %(m.m-) EN 12879
pH (H,0) - ISO 10390
pH (KCI) - ISO 10390
Fosforo extraivel mg P,0,.kg? Egner et al., 1960
Potassio extraivel mg K,0.kg! Egner et al., 1960
Azoto total g N.kg! ISO 14265
2.1.3 CARATERIZACAO MICROBIOLOGICA DA AMOSTRA DE SOLO

A contagem dos microrganismos do solo (expresso em Unidades Formadoras de Colénias — UFC.g! de
solo) foi realizada através da técnica de diluicdo e crescimento em placa (10* a 107). Cada réplica do
ensaio foi realizada misturando 10 g de solo fresco com 90 ml de solucdo aquosa de NaCl (0,9%)
Cloreto de Sédio, PanReac AppliChem, 99.5% (Lote 0001112289), autoclavada (15 minutos a 121°C),
contendo 1 ml de solucdo de Na.,P,0, (0,2 g.ml) Tripolifosfato de Sddio, Sigma-Aldrich, 85% (Lote
16529C0OV) e 0,1 ml solucdo de Tween 80® (2%) MERCK SCHUCHARDT (Lote 8.22187.05000)
(Salminen et al,, 2004).

A mistura foi agitada durante 1 hora a 160 rpm, deixada a decantar durante 30 min e depois foram

feitas sete diluicoes decimais sucessivas do sobrenadante utilizando para tal uma solucao aquosa de
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NaCl (0,9%) PanReac AppliChem, 99.5% (Lote 0001112289), autoclavada durante 15 min a 121°C
(Helmi Hamdi et al., 2007).

Utilizou-se o meio de cultura R2A PanReac AppliChem (Lote 97055) (Reasoner e Geldreich, 1985),
autoclavado, para cultura de bactérias para enumeracdo. As placas foram colocadas a 25 T durante
96 horas. Os resultados foram expressos como o numero de unidades formadoras de colonias por

grama de solo seco (UFC.g* de solo).

2.1.4 SELECAO DE BACTERIAS DEGRADADORAS DE PAH

A selecao de microrganismos degradadores de PAH foi realizada por uma técnica de enriquecimento.
Assim, 1 ml da suspensao do solo (Salminen et a/., 2004) foi inoculado em meio mineral liquido (MML-
5 g de NaCl Cloreto de Sodio, PanReac AppliChem, 99.5% (Lote 0001112289), 1 g de K,HPO,
Hidrogenofosfato dipotassio, Riedel-de Haen, 99.5% (Lote 71400), 1 g de (NH,),SO,, Sulfato de amonio,
PanReac AppliChem, 99% (Lote 0000473432), 0,2 g de MgS0,.7H,0, Sulfato de Magnésio, Riedel-de
Haen, 99% (Lote 42720) e 3 gramas de KNO,, Nitrato de Potassio, Labkem, 99% (Lote 17L.23722AFF)
por litro de meio em agua destilada pH 7) (Coppotelli ef a/. 2010) suplementado com 2000 mg.* de
pireno AGROS ORGANICS, 98% (Lote A0322434), (ou fenantreno AGROS ORGANICS, 97% (Lote
A0350792), em ensaios separados), como Unica fonte de carbono e energia. Foram realizadas trés
culturas sucessivas para cada ensaio, realizadas em baldes de Erlenmeyer de 250 ml sendo que a
cultura 7 foi inoculada com 1% da solucdo n-1. As culturas foram incubadas a 25 °C, 150 rpm, por 7
dias (Maduerfio et a/., 2011).

No final dos 21 dias, foi realizada a técnica de diluicdo e crescimento em placa (10t a 107): foram
realizadas diluicdes decimais sucessivas em solucao de NaCl (0,9%) PanReac AppliChem, 99.5% (Lote
0001112289) e crescimento e enumeracdo durante 96 horas a 25°C em meio de cultura R2A

PanReac AppliChem (Lote 97055) (Reasoner e Geldreich 1985).

2.1.5 CRESCIMENTO EM MEIO0 LiQuipo R2A

Apds a selecao das bactérias em MML durante 21 dias uma amostra de 1 ml de cada uma das linhas
de crescimento (pireno e fenantreno) foi colocada em crescimento em meio liqguido R2A (Reasoner e
Geldreich, 1985) durante 28 horas a 25°C a 150 rpm. A carga microbiana gerada sera utilizada nos

ensaios de biodegradacdo de PAH por bioaumentacao.
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2.1.6 CONTAMINACAO DA AMOSTRA DE SOLO

As amostras de solo contaminado (pireno AGROS ORGANICS, 98% (Lote A0322434) e fenantreno
AGROS ORGANICS, 97% (Lote A0350792)) foram preparadas misturando as amostras de solo com
uma solucao de pireno e outra de fenantreno (completamente dissolvidos em C.H,, Hexano (n), Chem-
Lab NV, 99% (Lote 25.0470301)) para obter concentracdes individuais de cada composto de 50, 100,
250 e 500 ug. g'de solo, que ¢ o intervalo de concentracdes tipico de PAH encontrado perto de locais
contaminados (Gomez et al., 2010). Em seguida, as misturas foram colocadas numa hotte até o
hexano evaporar completamente (Fonseca ef a/, 2011). Para os ensaios onde o microbioma nativo
sera considerado (Bioestimulacédo e Bioaumentacdo A) a contaminacao foi realizada apenas em 10% da
amostra de solo, por receio que a imersdo da amostra em hexano alterasse significativamente o
microbioma nativo.

No Anexo | podem ser consultados os dados das medicdes e calculos realizados no processo de

contaminacao das amostras

2.1.7 ENSAI0S DE DEGRADACAO (21 DIAS)

2.1.7.1. BIOESTIMULACAO

As amostras de 20 g de solo contaminadas com PAH foram misturadas com mais 180 g de solo para
se finalizar com amostras de 200 g de solo. As amostras foram colocadas em baldes de fundo raso de
500 ml de capacidade devidamente protegidos da luz solar com papel de aluminio.

A cada uma das amostras dos conjuntos codificada como BExxx_1 e BExxx_2 (sendo o conjunto
BExxx_1 replica do conjunto BExxx_2), onde B (Bio) E(Estimulacao) xxx(Concentracdo PAH pg.g' de
solo) e 1/2 (numero de réplica), foram adicionados 20 ml de meio liquido R2A (10 ml da linha Pireno e
10 ml da linha Fenantreno), autoclavado a 121°C durante 15 min e tamponados com rolas de algodao
e gaze. A cada 7 dias, as amostras eram agitadas durante 30 minutos a 250 rpm. No final dos 21 dias

de ensaio as amostras foram autoclavadas durante 15 minutos a 121 C para parar o processo de

degradacao.
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2.1.7.2. BIOAUMENTACAO A

As amostras de 20 g de solo contaminadas com PAH foram misturadas com mais 180 g de solo para
se finalizar com amostras de 200 g de solo. As amostras foram colocadas em baldes de fundo raso de
500 ml de capacidade devidamente protegidos da luz solar com papel de aluminio.

A cada uma das amostras dos conjuntos codificada como BAAxxx_1 e BAAxxx_2 (sendo o conjunto
BAAxxx_1 replica do conjunto BAAxxx_2), onde B (Bio) A (Aumentacao) A, xxx (Concentracao PAH ng.g!
de solo) e 1/2 (numero de réplica), foram adicionados 10 ml de meio liquido R2A nao estéril da linha
pireno, mais 10 ml de meio liquido R2A nao estéril da linha fenantreno e tamponados com rolas de
algodao e gaze. A cada 7 dias, as amostras eram agitadas durante 30 minutos a 250 rpm. No final dos

21 dias de ensaio as amostras foram autoclavadas durante 15 minutos a 121 C para parar o processo

de degradacao.

2.1.7.3. BIOAUMENTACAO B

Com o objetivo de analisara capacidade de degradacado das espécies selecionadas, as amostras de
200 g de solo contaminadas com PAH foram autoclavadas (121°C durante 20 min) e colocadas em
baldes de fundo raso de 500 ml de capacidade devidamente protegidos da luz solar com papel de
aluminio.

A cada uma das amostras dos conjuntos codificada como BABxxx_1 e BABxxx_2 (sendo o conjunto
BABxxx_1 replica do conjunto BABxxx_2), onde B (Bio) A (Aumentacao) B, xxx (Concentracdo PAH ng.g
t de solo) e 1/2 (numero de réplica),) foram adicionados 10 ml de meio liquido R2A nao estéril da linha
pireno, mais 10 ml de meio liquido R2A nao estéril da linha fenantreno e tamponados com rolas de
algodao e gaze. A cada 7 dias, as amostras eram agitadas durante 30 minutos a 250 rpm. No final dos

21 dias de ensaio as amostras foram autoclavadas durante 15 minutos a 121 C para parar o processo

de degradacao.

2.1.8 EXTRACAO DE PAH DA AMOSTRA DE SOLO POR AGITAGAO

Apds os 21 dias de ensaio e depois de terminado o processo de degradacao, foram colhidos e pesados
20 g de solo cada uma das amostras dos conjuntos BExxx_1, BExxx_2, BAAxxx_1 e BAAxxx_2,
BABxxx_1 e BABxxx_2, depois de autoclavado , cada uma das amostras recolhidas foram colocadas

em baldes de 500 ml e adicionados 7,5 ml de solucao de criseno AGROS ORGANICS, 90% (Lote
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A0251606) 100 ug.ml* dissolvido em Acetonitrilo, Chem-Lab NV, 99.9% (Lote 26.2180905)), como
testemunho do rendimento da extraccdo. Em seguida foram adicionados 50 ml de acetona (C,H.0)
Chem-Lab NV, 99,5% (Lote 26.8682903) e colocadas num agitador durante 30 minutos a 250 rpm.
Apods esse tempo foram adicionados 50 ml de hexano (C,H,) e a amostra continuou no agitador
durante mais 12 horas (250 rpm). No final das 12 horas, parou-se o agitador e deixou-se as amostras
a decantar durante 30 minutos. Decantou-se o sobrenadante para um outro recipiente filtrando com
filtro de papel, apés o qual se adicionou 50 ml de hexano (C,H,) para lavagem da fase sdlida,
decantou-se e filtrou-se o hexano (C.H,,) adicionado neste segundo passo. Colocou-se a totalidade de
hexano recolhido e filtrado numa ampola de decantacéo e removeu-se a acetona (C,H,0) com 400 ml
de agua, mexendo duas vezes e separando-se a fase aquosa (dgua+acetona) da fase solvente
(hexano+PAH). O solvente foi seco com 40 g de sulfato de sodio anidro (Na,SO,) PanReac AppliChem,
99%. O sulfato de sédio anidro foi lavado com 50 ml de hexano, recolhido e filtrado com filtro de papel
(ISO 13859, 2014).

No Anexo Il podem ser consultados os dados das medicdes e calculos realizados no processo de

extracao de PAH

2.1.9 SUBSTITUICAO DE SOLVENTE

Foi necessario proceder a substituicao do solvente nas amostras que se encontravam em solucao de
hexano, por questées de compatibilidade deste com o material da coluna e sistema de analise. Assim,
foram colocados 10 ml de cada amostra recolhida (em hexano) no evaporador Turbovap® com o
banho a 52 C e um fluxo continuo de azoto (N,) a uma pressdo de 7,5 psi, durante 20 minutos, no final
dos quais o hexano evapora na totalidade. Apds a remocao total de hexano as amostras solidas
presentes foram dissolvidas em 10 ml de acetonitrilo Chem-Lab NV, 99.9% (Lote 26.2180905) (ISO
13859, 2014).

2.1.10 CROMATOGRAFIA LiQuIDA DE ULTRA PRESSAO - UPLC

2.1.10.1. PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Todas as amostras e solucdes, foram filtradas em filtros de 22 um compativeis com acetonitrilo,

imediatamente antes da realizacao da analise.
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2.1.10.2. ANALISE UPLC

A analise cromatografica foi realizada no sistema UPLC Nexera X2 (Shimadzu, Coreia do Sul) equipado
com detetor de foto diodos de matriz (SPD-M20A Photo Diode Array).

Para a separacdo dos PAH, utilizou-se a coluna (Acquity UPLC® HSS T3 1,8 um 2,1 x 100 mm,
Waters, Lote 0168351681) precedida de pré coluna (Acquity UPLC® HSS T3 1,8 um Vanguard™ Pre-
Column 2,1 x 5bmm, Waters, (Lote 0166351181) aquecidas a 35 ° C.

A fase movel é constituida por duas solucdes, a solucdo A (agua ultrapura Mlllipore®) e solucdo B
(acetonitrilo Chem-Lab NV, 99.9% (Lote 26.2180905)) com um caudal de 0,25 ml.mint com as

condicdes de gradiente de eluicdo em varias etapas descritas na tabela 2.02

Tabela 2.02 - Variacéo da constituicdo da fase mével ao longo do tempo de ensaio

Tempo (min) Solucio A (%) Solucéo B (%)
0,0-0,5 40,5 59,5
0,5-3,5 31,5 68,5
35-11 1,8 98,2

11-12 40,5 59,5

As amostras e o padrado (10 pl, preparados como descrito) foram injetados de acordo com o sistema
automatico de recolha de amostras. Os cromatogramas foram registrados no comprimento de onda de
190 a 500 nm (por defeito do sistema).

Primeiramente, procedeu-se a extracdo de cromatogramas em 254 nm. Os PAH das amostras foram
identificados por espectroscopia de absorcdo caracteristica do PDA (Photo Diode Array) e os tempos de
retencdo foram comparados com os do padrdo analitico. A quantificacdo foi feita inserindo dados de

areas de pico previamente identificadas na equacao de regressao (Acimovic ef al., 2017).

Vitor Bertoluci Tese de Mestrado em Gestdo Ambiental 29



Biorremediacao de Solos Contaminados com PAH (Pireno e Fenantreno) Materiais e Métodos

2.1.11 MobDELO DE DERIVAGAO MATEMATICA SEGUNDO OLATUNJI E

HORSFALL, 2014

Em 2014 Olatunji e Horfall, considerando que num sistema em equilibrio com uma substancia ndo
persistente, muitas destas substancias sdo degradadas por processos bioquimicos a uma taxa

relevante para ser considerada eficiente e de acordo com o principio de conservacdo a massa,

k
Solo + PAH + carga microbiolégica «———— Gases + Calor + Nova biomassa (1)

k : taxa da reacao

Deduziram a equacao (2) como modelo de biodegradacdo de PAH (considerando que n&o existe perdas

abidticas de PAH) .

C = Ciniciar- e~fmt @)

Onde,

C,..: Concentracéo inicial de PAH (ug. g')

C : Concentracao final de PAH (ug. g!)

k, : Coeficiente de degradacao (t*)

t: tempo (1)

Ao aplicar a equacao (2) para n concentracdes durante o mesmo periodo de tempo (t) podemos

calcular o valor médio k,,

In Cinjciai;—InC;

t

1
m n =1

(3)
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3.1.CARATERIZAGAO FisiCO-QUiMICA DA AMOSTRA DE SOLO

Na tabela 3.01 estao presentes os resultados das analises quimicas da amostra de solo realizadas no
Laboratorio de Solos e Plantas da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, no Anexo Ill pode ser

consultado o boletim de resultados das analises fisico-quimicas realizadas a amostra de solo.

Tabela 3.01 — Resultados analise quimica da amostra de solos

Parametro Resultado Unidade Classificacao Protocolo
Teor de Matéria 0,79 %(m.m-) Baixo EN 12879
Organica
pH (H,0) 7,5 - Neutro ISO 10390
pH (KCI) 7,0 - Neutro ISO 10390
Fosforo Extraivel 231 mg P,0..kg" Muito Alto Egner et al, 1960
Potassio Extraivel 47 mg K,O.kg! Baixo Egner et al, 1960
Azoto total 0,52 g N.kg? - ISO 14265
Réacio C/N 8,8 - -

Sabendo de antemao que as amostras foram recolhidas numa zona de agricultura industrial intensiva
era previsivel que alguns dos elementos associados ao uso intensivo de fertilizantes o que se confirma
pela presenca de um nivel muito alto de fosforo (P) extraivel. O teor de matéria organica ¢
surpreendemente baixo, uma vez que é um solo utilizado na agricultura pelo que seria previsivel que o
teor de matéria organica se situasse em valores a rondar os 5%. Estes dois fatores (altos valores de
fosforo e baixo teor de matéria organica) indicam que a correcdo dos solos e adicdo de nutrientes é
proveniente maioritariamente de fertilizantes e corretores quimicos e nao de praticas tradicionais como
0 uso de chorumes ou camas de animais ou mesmo de corretores organicos com origem na

compostagem de residuos.

Na tabela 3.02 estao presentes os resultados da analise granulométrica a amostra de solo, realizadas

no Laboratdrio de Solos e Plantas da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro.
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Tabela 3.02 — Resultados analise granulométrica da amostra de solos

Designacio Tamanho das Particulas g.kg: Classificacao Protocolo
(mm)
areia grossa 0,2-2 775
areia fina 0,02-0,2 177 Solo Arenoso ISO 11277
limo 0,002 - 0,02 17
argila < 0,002 31

Numa primeira analise o facto de materiais caracterizados como areias corresponderem a 95,2% (w/w)
do total do solo demonstra a natureza do terreno em que a zona agricola se encontra inserida (dunas
terciarias). Analisando os valores, podemos caracterizar a amostra como pertencendo a um solo
arenoso (Ramos et a/,2016). Solos arenosos ou arenosolos sdo muitos permeaveis tendo uma
capacidade de retencao de agua muito baixa, o que € uma vantagem para a producao de produtos
horticolas porque 0s solos aquecem mais cedo (baixa inércia térmica) na época de producao (FAO,
2015).

Assim, temos um solo classificado como arenosolo (FAO, 2015) que é caracterizado por um baixo teor
de matéria organica, elevada permeabilidade e baixa capacidade de retencao de agua, vestigios de

fertilizacdo incorreta e com uma inercia térmica baixa.

3.2.CARATERIZACAO MICROBIOLOGICA DA AMOSTRA DE SOLO

Para além da caracterizacao fisica (granulométrica) e quimica do solo procedeu-se a quantificacéo da
carga microbioldgica utilizando R2A agar como meio de crescimento. Segundo Reasoner e Geldreich
(1985) o meio € propicio ao crescimento de bactérias heterotroficas com um resultado de 107(X 10)
UFC.g' solo apos crescimento durante 96 horas a 25°C. No entanto, e porque ndo se procedeu a
identificacao das espécies, consideramos que a carga microbiana quantificada corresponde ao
conjunto de bactérias e fungos presente no solo, expressa em unidades formadoras de colénias (UFC).

Os resultados obtidos mostram a existéncia de uma carga microbiana com capacidade de formacao de
colonia de 107 por cada grama de solo seco. O resultado, quando comparado com solos usados em
experiéncias similares, embora de locais diferentes do globo, tém a mesma ordem de grandeza. S&o os
casos de ensaios realizados por Salmien ef a/. (2004) em solos industriais no sul da Finlandia com
carga microbiana de 10¢ (UFC.g' de solo) ou Helmi Hamdi ef a/ (2007) em ensaios com solos

originarios do Japao com carga microbiana de 107 (UFC.g* de solo).
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3.3. QUANTIFICACAO DO NUMERO DE UFC APOS CRESCIMENTO EM R2A Liquipo

Depois do procedimento de selecdo com MML (Maduefio ef a/, 2011), uma amostra foi recolhida e
colocada em crescimento em R2A liquido (com pireno ou fenantreno como Unicas fontes de carbono)
durante 28 horas a 25°C com uma rotacdo de 150 rpm, apos este procedimento foram recolhidas
amostras e diluidas em fatores de 10 e colocada em placas de R2A Agar para crescimento durante 96
horas para contagem/determinacdo da carga microbiana (UFC.ml) de cada uma das linhas de
crescimento. Com um resultado de 107(X 10) UFC.ml*para a linha R2A Pireno e 10X 10)UFC.ml para
a linha R2A Fenantreno.

Dos resultados obtidos conclui-se que 0 a carga microbiana presente na linha R2A fenantreno no final
dos 21 dias sdo estatisticamente semelhantes (considerando o desvio padréo)

Como nao se procedeu a sua identificacdo das espécies nao é possivel afirmar se a diferenca se deve a
um maior nimero de espécies capazes de usar o fenantreno como fonte de carbono em comparacdo
com o pireno ou se determinada espécie capaz de degradar fenantreno consegue ter taxas de
crescimento superiores quando utiliza este composto como fonte carbono, de novo em comparacéo
com o pireno.

Independentemente da razdo pelo qual esta diferenca se verifica, o facto a registar deste ensaio é a
existéncia na amostra de solo utilizada de espécies de microrganismos com capacidade de utilizacao
de pireno ou fenantreno como Unica fonte de carbono. Assim, com este dado podemos proceder a
ensaios de bioestimulacdo, estimulando os microrganismos naturalmente existentes no solo com
capacidade de degradar PAH como o pireno e fenantreno e a ensaios de bioaumentacéo realizando

variacdes na carga microbiana do solo).

3.4.ComrosICA0 DOS CONSORCI0S MiCRoOBIOLOGICOS UTILIZADOS

De acordo com os resultados apresentados nos pontos 3.2 e 3.3, a figura 3.01 apresenta a carga

microbiana dos consorcios utilizados para cada um dos ensaios.
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Figura 3.01 — Carga microbiana utilizadas nos ensaios realizados. microbioma nativo (), consorcio microbiolégico R2A
Fenantreno (=) e consorcio microbiologico R2A Pireno (i), expresso em UFC. g de solo.

No ensaio de bioestimulacdo foi unicamente testada a capacidade de biodegradacdo por parte do
microbioma nativo da amostra de solo (9*10¢ (X 10) UFC.g' de solo), bioestimulado por 20 ml de R2A
liquido estéril.

Para o ensaio de bioaumentacdo A, para além do microbioma nativo (9*10¢ (X 10)UFC.g* de solo),
foram adicionados os consorcios obtidos na linha de selecdo em MML de fenantreno (5*10¢ (X 10)
UFC.g* de solo) e na linha de selecdo em MML de pireno (5*10° (X 10) UFC.g* de solo), em suspensdo
em 20 ml de R2A liquido), num total de 1,45*107 (X 10) UFC.g* de solo.

Por fim no ensaio de bioaumentacdo B foi testada a capacidade de degradacdo de um consoércio de
microrganismos composto por 5*10¢(X 10) UFC.g* de solo com origem no MML de fenantreno e 5*10¢
(X 10) UFC.g* de solo com origem no MML de pireno, em suspensdo em 20 ml de R2A liquido, para

uma carga microbiana total de 5,5*10¢(xX 10) UFC.g* de solo.

3.5. BIODEGRADACAO

Os resultados dos ensaios de biodegradacao foram obtidos através analise de UPLC e foram tratados
de acordo com os exemplos apresentados em anexo de acordo com o seguinte:

Anexo IV - Cromatogramas das amostras aos 254 nm;

Anexo V - Retas de Regressao Linear de Calibracdo dos compostos (Pireno, Fenantreno e Criseno);
Anexo VI — Taxas de Eficiéncia da Extracdo por Agitacao;

Anexo VIl — Calculos das Concentracdes por ensaio.
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Desta forma foram encontrados os valores das taxas de degradacdo média em cada um dos ensaios e
para cada uma das substancias consideradas. Nos calculos realizados foi considerado, de acordo com
o protocolo seguido, que as taxas de recuperacao dos poluentes eram iguais a taxa de recuperacao de
criseno (85,7%+6,4%) usado como padrdo no processo. No entanto e de acordo com Song, ef. al. ,
2002, as taxas de recuperacao de fenantreno foram calculadas em 76,4%+7,3% e as de pireno em
84,9%+6,2%, 0 que pode alterar os resultados apresentados, As figuras apresentadas neste ponto sdo

a representacao grafica dos resultados do tratamento estatistico desses dados.

3.5.1 BIOESTIMULACAO

Na figura 3.02 estdo representados os resultados relativos a degradacéo de pireno obtidos a partir de
experiéncias com varias concentragdes do hidrocarboneto (50, 100, 200 e 500 ug. g* de solo), em
condicdes de bioestimulacdo, com a taxa de remocdo média a variar entre os 47% e os 18%, dentro
dos valores obtidos por Koshlaf, 2019 aos 28 dias (26%). Numa primeira abordagem denota-se uma
diminuicdo da taxa de remocao com o aumento da concentracao inicial, diminuicao esta mais

pronunciada nas concentracdes mais elevadas (200 e 500 pg. g* de solo).
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Figura 3.02 — Taxa de remocdo média de pireno () e desvio padrédo () (duas réplicas) apds 21 dias com adicao de 20 ml
de R2A liquido estéril.

Na figura 3.03 estdo representados os resultados de degradacdo de fenantreno obtidos em
experiéncias com varias concentracdes da molécula (50, 100, 200 e 500 pg. g* de solo), com taxa de
remocao média a variar entre os 95% e os 87%, muito superior aos 36% obtidos por Koshlaf,2019 aos

28 dias. Tal como com o pireno, denota-se uma diminuicdo da taxa de remocdo com o aumento da
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concentracgao inicial, diminuicao esta mais pronunciada na concentracdo mais elevada (500 pg. g* de

solo).
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Figura 3.03 - Taxa de remocdo média de fenantreno () e desvio padrédo () (duas réplicas) apos 21 dias com adicdo de 20
ml de R2A liquido estéril.

3.5.2 BIOAUMENTACAO A

Os resultados relativos a degradacdo de pireno durante a experiéncia de bioaumentacdo A estdo
representados na figura 3.04. Estes foram obtidos com varias concentracdes de pireno (50, 100, 200
e 500 pg. g* de solo), atingindo-se taxas de remocao médias a variarem entre os 38% e os 18%, taxas
semelhantes as obtidas por Yu,2005 (20%). Denota-se uma diminuicdo da taxa de remocdo com o
aumento da concentracao inicial, diminuicao esta mais pronunciada nas concentracdes mais elevadas

(200 e 500 pg. g* de solo).
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Figura 3.04 - Taxa de remocdo média de pireno (») e desvio padrao (-) (duas réplicas, com excecdo do valor para
concentracao inicial de pireno de 200 ug. g' de solo na qual a amostra C3.13/A foi rejeitada) apos 21 dias com adicao de
20 ml de R2A liquido. Carga microbiana total de 1,45*107(X 10)UFC.g* de solo

Na figura 3.05 sdo apresentados os resultados relativos & degradacédo de fenantreno em condicdes de
bioaumentacao, obtidos com varias concentracdes iniciais do poluente (50, 100, 200 e 500 pg. g* de
solo), com taxa de remocao média a variar entre os 90% e os 74%, taxas mais elevadas que as obtidas
por Rabodonirina, 2019 aos 22 dias (80%). Regista-se uma diminuicdo da taxa de remocédo com o
aumento da concentracao inicial, diminuicdo esta mais pronunciada nas concentracdes mais elevadas

(200 e 500 pg. g' de solo).
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Figura 3.05 — Taxa de remocao média de fenantreno (o) e desvio padréo (-) (duas réplicas) apos 21 dias com adicdo de R2A
liquido. Carga microbiana total de 1,45*107(X 10)UFC.g' de solo
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3.5.3 BIOAUMENTACAO B

Na figura 3.06 estdo representados os resultados de degradacdo de pireno durante a experiéncia de
bioaumentacao B, obtidos a partir de concentracées variaveis de pireno (50, 100, 200 e 500 ug. g* de
solo), atingindo-se uma taxa de remocao média a variar entre os 43% e os 14%, taxas semelhantes as
obtidas por Yu,2005 (20%). Como nos ensaios anteriores, denota-se uma diminuicao da taxa de
remocao com o aumento da concentracdo inicial, diminuicdo esta mais pronunciada nas

concentracdes mais elevadas (200 e 500 pg. g* de solo).
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Figura 3.06 - Taxa de remocao média de pireno (A) e desvio padrédo () (duas réplicas) apds 21 dias com adicéo de 20 ml
de R2A liquido. Carga microbiana de 5,5*10¢(X 10) UFC.g-1 de solo.

A figura 3.07 apresenta os resultados relativos a degradacdo de fenantreno, a partir de concentracoes
iniciais crescentes (50, 100, 200 e 500 pg. g* de solo), com taxa de remocao média entre os 84% e os
63%, taxas semelhantes as obtidas por Rabodonirina, 2019 aos 22 dias (80%). Confirma-se a

diminuicao da taxa de remocao com o aumento da concentracao inicial.
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Figura 3.07 - Taxa de remocdo média de fenantreno () e desvio padrédo () (duas réplicas) apos 21 dias com adicdo de 20
ml de R2A liquido. Carga microbiana de 5,5*10¢ (X 10)UFC.g-1 de solo.

3.6. VALIDACAO DE HIPOTESES

A decisao de analisar os resultados amostrais agrupados de acordo com o definido inicialmente
(Bioestimulacao, Bioaumentacdo A e Bioaumentacao B) depende de se os mesmos diferem realmente
entre si ou se a diferenca detetada depende unicamente da variabilidade das médias amostrais. Assim
de modo validar ou rejeitar a diferenca estatistica dos dados amostrais estes foram submetidos a um
teste de hipotese adequado a sua natureza. Os testes de hipoteses sao ferramentas estatisticas de
apoio a decisdo muito importantes e valiosas. Da variedade de testes existentes decidiu-se pela
submissao dos dados amostrais ao teste Mann-Withney (ndo paramétrico) por ser o que mais se aplica
a sua natureza (amostras pequenas, distribuicdo desconhecida, desconhecimento de parametros
populacionais como a média e a variancia) (Reis ef a/, 2019). Foram assim testadas (para uma
significancia de 10%) as hipoteses H,: As amostras seguem a mesma distribuicdo e H,;: Uma das
amostras segue uma distribuicao maior que a outra, para cada um dos pares de amostras possiveis

por cada um dos contaminantes.
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Tabela 3.03 - Teste de Mann-Whitney com a regido de aceitacdo da hipotese nula (H,) a ser obtida através da tabela de
quatis de Mann-Whitney a=0,10;n,=8 e n,=8 para os pares em testes dos ensaios ao fenantreno. Para os ensaios de pireno
para os pares Bioestimulacdo/Bioaumentacdo A e Bioaumentacdo A/Bioaumentacdo B foram obtidos através da tabela de
quatis de Mann-Whitney a=0,10;n.=7 e n,=8 e o par Bioestimulacdo/Bioaumentacdo B através da tabela de quatis de
Mann-Whitney &0,10;n,=8 e n,=8.

Fenantreno ::5::;;: Pireno ::giif:gg::
e— S wse S e
e R R
BomumentagaoB 105 156801 e il

De acordo com os resultados obtidos do teste de Mann-Whitney para o caso do fenantreno, existem
diferencas significativas entre os dados quando estes sdo agrupados de acordo com a hipotese inicial
(Bioestimulacao, Bioaumentacéo A e Bioaumentacao B), existe sempre um valor da estatistica de teste
r dos elementos dos pares analisados que se encontra fora da regido de aceitacdo da hipdtese inicial
de que as amostras seguem a mesma distribuicéo, levando a que esta seja rejeitada, concluindo-se
que a diferenca entre os ensaios nao se devem & variabilidade das médias amostrais.

Quando comparados os dados amostrais dos ensaios relativos ao a biodegradacao de pireno, os dados
sdo mais heterogenos, de acordo com a estatistica de teste s, a diferenca, quando comparados os
dados amostrais da bioestimulacao e bioaumentacao A, rejeita-se a hipotese H, de que ambas
partilham a mesma distribuicdo uma vez que esta se encontra fora do intervalo correspondente a
regido de aceitacdo. Quando comparados os outros ensaios o mesmo nao acontece. No caso da
comparacao entre os ensaios de bioestimulacdo e bioaumentacdo B a estatisticas de testes sdo da
mesma ordem de grandeza e dentro da regido de aceitacdo da hipotese nula de que ambos
compartilham a mesma distribuicdo. O mesmo acontece quando comparados os ensaios de
bioaumentacao A e bioaumentacdo B, no entanto as estatisticas de testes destes diferem em maior
grau e a proximidade da estatistica de teste r para a bioaumentacdo B aproxima-se do limite superior
do intervalo de aceitacao indicando a existéncia de uma variabilidade entre estes que pode nao ser
exclusivamente da variabilidade das médias amostrais.

Com base nestes dados decidiu-se que, para o tratamento dos dados amostrais, estes seriam
agrupados da forma inicialmente proposta. Bioestimulacao, Bioaumentacao A e Bioaumentacao B para

cada uma das linhas de poluentes (pireno e fenantreno).
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3.7.DETERMINAGCAO DAS TAXAS DE REMOCAO

Definiu-se uma funcéo logaritmica (TR.., = m *In ([PAH] ...) + b ) para cada um dos consdrcios
microbianos utilizados (Bioestimulacdo, Bioaumentacdo A e Bioaumentacdo B) por regressao linear,
utilizando-se o Microsoft® Excel®. Esta funcéo relaciona a taxa de remocdo do poluente com a sua

concentracdo final, para um periodo de 21 dias.

Tabela 3.04 - Equacdes de ajuste obtidas por regressao linear da variacdo da taxa de remocado com o aumento da

concentracao inicial de pireno para cada uma das diferentes cargas microbianas consideradas

TR.... =- m *In ([PYR] ....)+ b R: Concentracao inicial
ve. g*
Bioestimulacao TRe =0,139 *In ([PYR] ,,..) + 1.0189 0,9246 [50-500]
Bioaumentacdo A TR, =0,100 *In ([PYR] ,..) + 0,7784 0,8316 [50-500]
Bioaumentacdo B  TR,.. =0,129 *In ([PYR] ,..)+ 0,9419 0,9698 [50-500]
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Figura 3.08 — Taxa de remocdo média de pireno (a) no ensaio de bioestimulacdo e desvio padrédo (-) apos 21 dias, com
representacao da funcéo de ajuste ao conjunto de dados experimentais: TR,,.., =-0,139 *In ([PYR] ,...) + 1.0189 R==0,9246 (
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remocao média de pireno () no ensaio de bioaumentacao A e desvio padréo (-) apos 21 dias, com

representacao da funcao de ajuste ao conjunto de dados experimentais: TR,,,,, =-0,100 *In ([PYR] ,..) + 0,7784, R==0,8316 (
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remocao média de pireno () no ensaio de bioaumentacdo B e desvio padrédo (-) apos 21 dias, com

representacao da funcao de ajuste ao conjunto de dados experimentais: TR,,.,, =-0,129 *In ([PYR] ,...) + 0,9419, R==0,9698 (

- ),

Tabela 3.05 - Equacdes da funcdo de ajuste obtidas por regresséo linear da variacdo da taxa de remocdo com a variagcdo

da concentracdo inicial de fenantreno, para cada uma das diferentes cargas

microbianas consideradas

TR....... = M *In ([PHE] ...)+ b R: Concentracao inicial
ug. g’
Bioestimulacao TR == 0,068*IN[PHE], ... + 1,2355 0,8349 [50-500]
BioaumentacaoA TR....=-0,079*In[PHE],.. + 1,2286 0,8610 [50-500]
BioaumentacidoB TR, =-0,099*In[PHE],.. + 1,2326 0,9807 [50-500]
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Figura 3.11 - Taxa de remocao média de fenantreno () no ensaio de bioestimulacao e desvio padrao (-) apos 21 dias, com
representacdo da funcdo de ajuste ao conjunto de dados experimentais: TR.,....., = -0,068*In [PHE],., + 1,2355 R=0,8349
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Figura 3.12 - Taxa de remocdo média de fenantreno () no ensaio de bioaumentacdo A e desvio padréo (-) apos 21 dias,
com representacdo da funcdo de ajuste ao conjunto de dados experimentais: TR...... = -0,079*In[PHE],., + 1,2286,
R=0,8610 (===== ).
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Figura 3.13 - Taxa de remocao média de fenantreno (o) no ensaio de bioaumentacao B e desvio padrdo (-) apos 21 dias,
com representacdo da funcdo de ajuste ao conjunto de dados experimentais: TRi e, = -0,099*IN[PHE],.. + 1,2326,
R==0,9807 (= « = -).

As funcdes modeladoras dos ensaios apresentam uma tendéncia semelhante de diminuicdo da taxa de
remocdo efetiva inversamente proporcional & complexidade do microbioma do solo, em ambos 0s
poluentes. Embora em ordens de grandeza diferentes, a taxa de remocao de fenantreno na ordem dos
85% e a de pireno na ordem dos 25%, em ambos os poluentes as taxas de remocao assumem
comportamentos semelhantes de acordo com a carga microbiana.

Assim, o ensaio de bioestimulacao apresenta-se como o mais eficiente na remocédo de PAH e a taxa de
remocdo mais baixa € apresentada pelo ensaio de bioaumentacdo B, em todo o espectro de
concentracdes de PAH analisado. Com um comportamento intermédio em relacao a estes, encontra-se
0 ensaio bioaumentacdo A no qual foi utilizado o consorcio microbiano selecionado e utilizado no
ensaio bioaumentacao B, adicionado ao microbioma nativo.

Como tendéncia, alteracdes ao consdrcio microbioldgico nativo ndo aumentam a eficiéncia da
degradacao, ao final de 21 dias.

Embora a taxa de degradacdo diminua quando se altera a composicdo do microbioma, verifica-se uma
diminuicdo do desvio padrdo e um aumento do coeficiente de determinacado (R?) das funcdes que

melhor representam os dados experimentais, o que indica uma maior consisténcia de dados.
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3.8.CONSTANTES DE DEGRADACAO MEDIA

Foi determinada a constante de degradacdao média para os ensaios envolvendo pireno em cada um dos
ensaios utilizando a equacéo (18), que se encontra na tabela 3.06 juntamente com o respetivo desvio

padrao.

Tabela 3.06 - Constantes de degradacéo de pireno, definidas por linha de experiéncia.

(dias )
Bioestimulacao 0,0198+0,0105
Bioaumentacao A 0,0146+0,0092
Bioaumentacao B 0,0173+0,0079

Na aplicacdo da equacao (17) uma vez que iremos analisar conjuntamente varias concentracdes
iniciais de poluente recorreu-se a transformacao em % da concentracéo inicial de modo a que seja

possivel a utilizacao conjunta.

[PYR],, = 100*¢~0,0198£0,0105+¢ 19
[PYR]., = 100*e~0,0146+0,0092+¢ o
[PYR]ﬁna| = 100*8_0'0173i0,0079*t (21)

Uma vez que os dados utilizados se referem apenas aos obtidos apds 21 dias de ensaio, os resultados
apresentados apenas contemplam valores entre os 18 e os 24 dias de modo a que o erro da
extrapolacao seja o menor possivel. Estas podem ser utilizadas para valores diferentes deste intervalo
mas para isso seria necessario ensaios adicionais para verificar a validade da mesma para valores
mais distantes de t=21 dias. Nos graficos seguintes as equacdes (19) a (24) estdo representadas pelo

limite superior e inferior do desvio padrao amostral do calculo da constante de degradacao
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Figura 3.14 — Concentracao média de pireno (») em % do valor inicial, no ensaio de bioestimulacdo ao final de 21 dias, com

a funcao [PYR],,, = 100*gw0os:0009t (veesesenne )para valores t [18 - 24] dias.
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Figura 3.15 - Concentracdo média de pireno (») em % do valor inicial, no ensaio de bioaumentacédo A aos 21 dias, com a
funcéo [PYR],, = 100*ewoue000t (vevsrssnn ) para valores t [18 - 24] dias.
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Figura 3.16 — Concentracdo média de pireno (») em % do valor inicial, no ensaio de bioaumentacao B aos 21 dias, com a
funcao [PYR],,, = 100*eworz0omt (vuuueuans ), para valores t [18 - 24] dias.

De modo analogo ao realizado para os ensaios de degradacdo de pireno foi determinada a constante
de degradacdo média para o fenantreno em cada uma das linhas de biodegradacdo consideradas,
utilizando a equacdo (18). Estas encontram-se na tabela 3.07 juntamente com o respetivo desvio

padrao.

Tabela 3.07 - Constantes de degradacédo de fenantreno, definidas por linha de experiéncia.

(dias )
Bioestimulacao 0,1152+0,0285
Bioaumentacao A 0,0939+0,0303
Bioaumentacao B 0,0668+0,0184

Aplicando a equacdo (17) aos resultados dos ensaios ao fenantreno obtemos as seguintes equacdes:
[PHE],, = 100*e~ 01152100285+t (99)
[PHE], , = 100*~0.0939+0,0303+¢ (53
[PHE], , = 100*~0.0668+0,0184+t (o4
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Figura 3.17 — Concentracao média de fenantreno (o), em % do valor inicial, no ensaio de bioestimulacao ao final de 21 dias,
com a funcao [PHE],, = 100*ew0usz00et (vassusnans )para valores t [18 - 24] dias.
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Figura 3.18 — Concentracdo média de fenantreno (o), em % do valor inicial, no ensaio de bioaumentacdo A aos 21 dias,
com a funcao [PHE],, = 100*gwosm:0009t (vevseauans ) para valores t [18 - 24] dias.
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Figura 3.19 — Concentracdo média de fenantreno (¢), em % do valor inicial, no ensaio de bioaumentacdo B aos 21 dias,
com a funcao [PHE],,, = 100*ewoess00ient (vuususanes ), para valores t [18 - 24] dias.

Ambos os poluentes apresentam a mesma tendéncia, os melhores resultados de degradacdo foram
obtidos pelos ensaios de bioestimulacdo, com o consorcio microbiano nativo estimulado com R2A. Ja a
menor taxa de degradacdo € conseguida pela de bioaumentacao B, com utilizacdo do consorcio
microbiano selecionado. A linha de bioaumentacdo A, na qual foram utilizados o consdrcio nativo e o

consorcio selecionado apresenta, valores médios entre as duas anteriores.
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3.9.IMPACTO DAS ALTERACOES DE CARGA MICROBIANA NA TAXA DE DEGRADACAO

Dos dados anteriores ha dois factos a destacar. Por um lado, a alteracdo do consorcio microbiano
nativo provoca uma diminuicao, mesmo que ligeira, das taxas de remocao dos poluentes. Por outro, ha
uma tendéncia para os dados obtidos se tornarem mais homogéneos a medida que o controlo (embora
limitado pela ndo caracterizacdo qualitativa) do consorcio microbiano aumenta.

Para atestar a qualidade dos dados foi determinado o coeficiente de correlacdo de Pearson, que mede
o grau da correlacdo e a direcdo dessa correlacao entre duas variaveis (TR.,....., € TR....) € para tal foi
utilizado o Excel® da Microsoft®, agrupando os dados de acordo com o consércio microbiano utilizado
(Bioestimulacao, Bioaumentacéo A e Bioaumentacao B) que reportam os valores de concentracao final
ao fim de 21 dias. Os dados obtidos desta analise encontram-se representados na figura 3.20 e estdo

sumarizados na tabela 3.08.
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Figura 3.20 — Retas de Correlacdo de Pearson para os pares (TR.......; TR....), ao final de 21 dias das experiéncias:
bioestimulagdo (s=++++++++ ); bioaumentacao A (===== ) e bioaumentacao B (= + = ).
Tabela 3.08 - Analise de correlacédo dos pares (TR....... € TR.....)
Coeficiente de Correlacao de Pearson
Bioestimulacao 0,6832
Bioaumentacao A 0,9153
Bioaumentaciao B 0,9775
Desta analise sobressai que o coeficiente de correlacdo de Pearson, entre as variaveis TR .., e TR

ooy dUMeNta de forma significativa quando o controlo sobre os consorcios microbianos aumenta.

O maior coeficiente de correlacdo (R=0,9775) entre as taxas de degradacdo do pireno e fenantreno nos

ensaios onde apenas se utilizou um consércio microbiano com origem no microbioma nativo (depois

Vitor Bertoluci Tese de Mestrado em Gestdo Ambiental 51



Biorremediacao de Solos Contaminados com PAH (Pireno e Fenantreno) Resultados e Discussao

deste ter sido sujeito a técnicas de selecdo de microrganismos através de crescimentos sucessivos em
meio mineral onde a Unica fonte de carbono disponivel eram os contaminantes aqui estudados), indica
que este processo de selecao de consorcios microbianos sao uteis para estudos similares e aplicacoes

em scale-up.

O ensaio de bioestimulacao apresenta a maior taxa de remocdo para cada um dos contaminantes
testados de entre as trés linhas de ensaio realizadas, mas os seus resultados sao os de menor

consisténcia, com maior desvio padrao e com o menor coeficiente de correlacao.

O ensaio de bioaumentacdo B, no qual foi utlizado unicamente o consorcio microbiologico
selecionado, apresenta a menor taxa de remocao de contaminantes, mas os resultados obtidos sao os
gue mais consisténcia estatistica.

Com taxas de remocdo intermédias a estes dois ultimos, o ensaio de bioaumentacdo A, no qual foi
usado o consorcio microbiolégico nativo e o consorcio microbiologico selecionado, apresenta resultados

gue se aproximam a média dos dois anteriores.

Estes dados encorajam a selecao de consorcios microbiologicos a partir de microbiomas nativos de
solos, para estudos mais detalhados e as espécies integrantes desses consorcios deverao ser

estudadas individualmente quanto a sua capacidade de degradacéo de cada um destes poluentes.
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4, CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

O trabalho visou demonstrar a existéncia no microbioma nativo de um determinado solo, de espécies
ou de consorcios capazes de degradar um conjunto especifico de poluentes (Hidrocarbonetos
Aromaticos Policiclicos). Tal foi demonstrado nos ensaios realizados, sem que, no entanto, as referidas
espécies ou consorcios tenham sido identificados.

Foi possivel definir funcdes de ajuste aos dados experimentais que, nas condicdes descritas, para este
tipo de solo especifico e limitados a um intervalo de tempo e de gamas de concentracdo, modelam o
comportamento da taxa de degradacdo com a da concentracao inicial do PAH e uma outra que define
0 comportamento dessa mesma taxa com o tempo.

As taxas de degradacdo do pireno e do fenantreno foram menores, embora da mesma ordem de
grandeza, quando o consdércio microbiano utilizado foi o nativo (bioestimulacdo) em comparacado com o
selecionado (bioaumentacdo B). No entanto, a correlacdo entre as duas varidveis indica uma maior
correlacdo estatistica quando o consorcio microbiano utilizado foi o selecionado (bioaumentacéo B)

A amostra de solo utilizada foi obtida numa zona de agricultura intensiva e na proximidade de grandes
vias de comunicacdo, pelo que era de prever a presenca de contaminantes PAH, o que nao se
observou. Uma vez que ficou demonstrada a existéncia de espécies ou conjuntos de espécies que
degradam os PAH, tal podera ser a razao pela qual ndo foram detetados nas amostras.

Os resultados apresentados possibilitam e encorajam linhas de investigacdo que podem ser
exploradas, entre elas:

- Estudos de cinéticos e termodinamicos de degradacéo definida para periodos de tempo mais longos,
para entendimento dos processos historicos de acumulacao e degradacao de contaminantes em solos
- Isolamento e identificacdo da(s) espécie(s) obtidas por selecdo com avaliacdo da sua capacidade
individual de degradar PAH;

- Aplicacdo destes métodos de bioreabilitacdo a diferentes solos, com matrizes estruturais e
composicao diferentes de e determinar a influéncia dessas propriedades na biodegradacéo;

- Aplicacado dos métodos de selecdo a outros poluentes organicos;

- Utilizacdo de solos de zonas com contaminacbes historicas de PAH, tomando vantagem da
capacidade de especializacao dos microrganismos quando sujeitos por longos periodos de tempo a

situacdes extremas.
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e Contaminacao das amostras

= Bioestimulacao

Tabela A.01: Massa de contaminante utilizado para a contaminacéo da amostra, massa de solo e concentracao de cada um
dos poluentes, para o ensaio de bioestimulacéo

Amostra Pireno Fenantren Solo [Fenantre [Pireno]
Solo para (g) o (g) no] (bg.g*
contaminaca (2) (ng.g* solo)
o solo)
(2)

Branco_1 20,0051 0 0 180,0 0 0
BE050_1 20,0032 0,0095 0,0102 180,0 51,00 47,50
BE100_1 20,0009 0,0202 0,0201 180,0 100,50 101,00
BE200_1 20,0015 0,0513 0,0513 180,0 256,49 256,49
BE500_1 20,0024 0,1008 0,1009 180,0 504,49 503,99
Branco_2 20,0050 0 0 180,0 0 0
BE050_2 20,0022 0,0109 0,0108 180,0 54,00 54,50
BE100_2 20,0019 0,0201 0,0202 180,0 101,00 100,50
BE200_2 20,0025 0,0505 0,0502 180,0 251,00 252,50
BE500_2 20,0044 0,1007 0,1001 180,0 500,49 503,49

As amostras BExxx_1 sdo duplicados das amostras BExxx_2.

= Bioaumentacao A

Tabela A.02: Massa de contaminante utilizado para a contaminacdo da amostra, massa de solo e concentracdo de cada um
dos poluentes, para o ensaio de bioaumentacédo A

Amostra Pireno Fenantren Solo [Fenantre [Pireno]
Solo para (g) o (g) noj (bg.g*
contaminaca (2) (pg.g* solo)
o solo)
(2)
BAA050_1 20,0014 0,0109 0,0103 180,0 51,50 54,50
BAA100_1 20,0068 0,0210 0,0211 180,0 105,50 105,00
BAA200_1 20,0046 0,0499 0,0515 180,0 257,49 249,49
BAA500_1 20,0034 0,1009 0,1010 180,0 504,98 504,48
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Amostra Pireno Fenantren Solo [Fenantre [Pireno]
Solo para (g) o (g) noj (ng.g!
contaminaca (2) (ng.g* solo)
o solo)
(2)
BAA050_2 20,0018 0,0102 0,0103 180,0 51,50 51,00
BAA100_2 20,0086 0,0201 0,0208 180,0 104,00 100,50
BAA200_2 20,0066 0,0501 0,0502 180,0 250,99 250,49
BAA500_2 20,0044 0,1004 0,1022 180,0 510,99 501,99

As amostras BAAxxx_1 sao duplicados das amostras BAAxxx_2

= Bioaumentacao B

Tabela A.03: Massa de contaminante utilizado para a contaminacdo da amostra, massa de solo e concentracao de cada um
dos poluentes, para o ensaio de bioaumentacao B

Amostra Solo Pireno Fenantreno [Fenantreno] [Pireno]
para (g) (g) (ug.g* solo)  (ug.g* solo)
contaminacao
(2)

BAB050_1 200,1623 0,0104 0,0105 52,46 51,96
BAB100_1 200,1096 0,0204 0,0205 102,44 101,94
BAB200_1 200,0535 0,0510 0,0503 251,43 254,93
BAB500_1 200,0019 0,1002 0,1025 512,50 501,00
BAB050_2 200,1814 0,0105 0,0104 51,95 52,45
BAB100_2 200,0233 0,0199 0,0202 100,99 99,49
BAB200_2 200,2987 0,0511 0,0507 253,12 255,12
BAB500_2 200,1065 0,1015 0,1013 506,23 507,23

As amostras BABxxx_1 sao duplicados das amostras BABxxx_2
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e Extracao por Agitacao

Tabela A.04: Resultados da extracdo dos poluentes e calculo da concentracao tedrica de poluentes na solucéo de n-hexano

AMOSTR  Amostra PYR, PHE, VOLUME [PYR], [PHE],
A solo (g) (ng) (ng) n-hexano pg.mk (ng.ml2)
(ml)
Branco_l 20,0098 0,00 0,00 100 0,00 0,00
BEOS0_1 20,0308 951,44 1021,54 100 9,51 10,22
BE100_1 20,0007 2020,00 2010,00 96 21,04 20,94
BE200_1 20,0146 5133,60 5133,60 106 48,43 48,43
BE500_1 20,0159 10087,77 10097,78 100 100,88 100,98
BAAO50_1 20,0067 1090,34 1030,32 98 11,13 10,51
BAA100_1 20,0174 2101,78 2111,79 102 20,61 20,70
BAA200_1 20,0238 4995,72 5155,90 104 48,04 49,58
BAAS00_1 20,0057  10092,54  10102,54 112 90,11 90,20
Branco_2 20,0238 0,00 0,00 106 0,00 0,00
BE050_2 20,0081 1090,43 1080,43 98 11,13 11,02
BE100_2 20,0070 2010,68 2020,69 96 20,94 21,05
BE200_2 20,0253 5056,33 5026,29 106 47,70 47,42
BE500_2 200118 1007572  10015,69 102 98,78 98,19
BAA050_2 20,0294 1021,49 1031,50 98 10,42 10,53
BAA100_2 20,0130 2011,22 2081,26 102 19,72 20,40
BAA200_2 20,0359 5018,83 5028,84 112 44,81 44,90
BAA500_2 20,0194  10049,52  10229,69 94 106,91 108,83
BAB050_
1 20,0149 950,68 1020,73 102 9,32 10,01
BAB100_
1 20,0332 2023,28 2013,26 96 21,08 20,97
BAB200_
1 20,0663 5146,86 5146,86 108 47,66 47,66
BAB500_
1 20,1369 1014875  10158,82 102 99,50 99,60
BAB050_
2 20,0079 1090,40 1030,38 76 14,35 13,56
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BAB100_

2 20,0134 2101,36 2111,37 100 21,01 21,11
BAB200_

2 20,0846 5010,88 5171,55 108 46,40 47,88
BAB500_

2 20,0178 10098,64 10108,65 104 97,10 97,20
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ANDS

ULab.pt

Laboratério de Andlise
de Solos e Plantas

1. QUELHAS DOS SANTOS

cliente - Vitor J. Moreira Bertoluci

identificagao da amostra
n° laboratério - 10521 (S17)
referéncia - A
proprietario - Horacio Faria

morada - Rua da Encosta do Sol, 61 1°Esq - Rio Covo (Sta Eulé

parcela - .
caracterizagdo da amostra
concelho -
profundidade(cm) -
resultados da analise
textura - grosseira

=

pH agua- 7.5
pHKCI- 7.0
reacgao do solo - neutro

teor de matéria orgénica (%) -

método de Egner-Riehm:
=
=

fésforo extraivel (mg P20s kg™) -

potassio extraivel (mg K:O kg™") -

sugestao de fertilizagcao
produgéo esperada* (t/ha) -

calagem -
azoto -
fosforo -
potassio -
magnésio -
boro -

Notas:

Vila Real, 2-dez-2017

data de registo - 13.11.2017
técnico responsavel - Vitor Bertoluci - Univ. do Minho

Pévoa de Varzim
0-30

distrito - Porto
cultura - nao indica

m° 4cido mod &cido alcalino |
4cido neutro m° alcalino
0.79 baixo % I I I
mb b M A MA
231 muito alto
47  baixo
mb b M A MA
néo indica

kg de calcario agricola por hectare

. unidades (ou kg de N por hectare)

. unidades (ou kg de P-Os por hectare)
. unidades (ou kg de KO por hectare)
. kg de Mg por hectare

. kg de B por hectare

- a recomendagao de adubagao e calagem dependem da cultura a instalar ou instalada

Jodo Coutinho

.‘I' W \ L

labsolosplantas@utad.pt

259 350 212

LABORATORIO ANALISES DE SOLOS E PLANTAS

UNIVERSIDADE DE TRAS-OS-MONTES E ALTO DOURO 5000 - 811 VILA REAL PORTUGAL
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identificagdo da amostra
n° laboratério - 10521 (S17)
referéncia - A
proprietario - Horéacio Faria
parcela - .

resultados da analise

azoto total -
relagao C/N -

analise granulométrica

teor de areia grossa (0,2 - 2 mm) -
teor de areia fina (0,02 - 0,2 mm) -
teor de limo (0,002 - 0,02 mm) -
teor de argila (< 0,002 mm) -

classe de textura - arenoso

Vila Real, 2-dez-2017

0.52 gNkg'
8.8

775 gkg'
177 gkg'
17 g kg"
31 gkg'

ULab.pt
Laboratério de Andlise
de Solos e Plantas

1. QUELHAS DOS SANTOS
azoto amoniacal - 3.5 mgNkg'
azoto nitrico - 59 mgNkg'
azoto mineral - 9.4 mgNkg"'

limo arg‘la
arfina 2o 3%
%

ar grossa
7%

Joao Coutinho

LJ

labsolosplantas@utad.pt

259 350 212

LABORATORIO ANALISES DE SOLOS E PLANTAS

UNIVERSIDADE DE TRAS-OS-MONTES E ALTO DOURO

5000 - 811 VILA REAL PORTUGAL
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e Dados UPLC
Tabela A.05: Correspondéncia dos codigos das amostras com o codigo utilizado na anélis’e UPLC
AMOSTRA CODIGO
Branco_1 C2.0B
BE050_1 C2.01
BE100_1 C2.02
BE200_1 C2.03
BE500_1 C2.04
BAA050_1 C2.11
BAA100_1 C2.12
BAA200_1 C2.13
BAA500_1 C2.14
Branco_1* 10~ C2.0B * 10+
BE050_1* 10+ C2.01 * 10
BE100_1* 10+ C2.02 * 10
BE200_1* 10+ C2.03 * 10
BE500_1* 10+ C2.04 * 10+
BAA050_1* 10+ C2.11 * 10+
BAA100_1* 10+ C2.12 * 10+
BAA200_1* 10+ C2.13* 10
BAA500_1* 10+ C2.14 * 10"
Branco_2 C3.0B/A
BE050_2*10+ C3.01/A* 10
BE100_2*10+ C3.02/A* 10
BE200_2*10+ C3.03/A* 10+
BE500_2*10" C3.04/A* 101
BAA050_2*10" C3.11/A* 10+
BAA100_2*10" C3.12/A* 10+
BAA200_2*10+ C3.13/A* 10+
BAA500_2*10+ C3.14/A* 10+
BE050_2 C3.01/A
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BE100_2 C3.02/A
BE200_2 C3.03/A
BE500_2 C3.04/A
BAA050_2 C3.11/A
BAA100_2 C3.12/A
BAA200_2 C3.13/A
BAA500_2 C3.14/A
BAB050_1 C5.01
BAB100_1 C5.02
BAB200_1 C5.03
BAB500_1 C5.04
BAB050_2 C5.11
BAB100_2 C5.12
AMOSTRA AMOSTRA
BAB200_2 C5.13
BAB500_2 C5.14
BAB050_1* 10~ C5.01 * 10
BAB100_1* 10~ C5.02 * 10
BAB200_1* 10~ C5.03 * 10
BAB500_1* 10~ C5.04 * 10+
BAB050_2* 10+ C5.11 * 10
BAB100_2* 10~ C5.12 * 10
BAB200_2* 10~ C5.13 * 10
BAB500_2* 10~ C5.14 * 10
Tabela A.05: Correspondéncia dos cédigos das amostras com o cddigo utilizado na analise UPLC) (continuac3o)
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C10_Criseno_0.1.lcd C10_Criseno_0.1 0.000 0 0 0.000
C9_Criseno_0.25.lcd C9_Criseno_0.25 0.000 0 0 0.000
C8_Criseno_0.5.lcd C8 Criseno_0.5 0.000 0 0 0.000
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Data File Name Sample Name Sample ID Ret. Time Area Height Conc.
C7 Criseno_0.75.lcd C7 Criseno_0.75 0.000 0 0 0.000
C6_Criseno_1.0.lcd C6_Criseno_1.0 0.000 0 0 0.000
C5 Criseno_2.5.lcd C5 Criseno_2.5 0.000 0 0 0.000
C4 Criseno_5.0.lcd C4 Criseno_5.0 0.000 0 0 0.000
C3_Criseno_7.5.lcd C3 Criseno_7.5 0.000 0 0 0.000
C2_Criseno_10.lcd C2_Criseno_10 0.000 0 0 0.000
C1_GCriseno_50.lcd | C1_Criseno_50 0.000 0 0 0.000
F10_Fenantreno_0.1.lcd F10_Fenantreno | 0.000 0 0 0.000
' F9_Fenantreno_0.25.lcd | F9_Fenantreno_| 0.000 0 0 0.000
F8_Fenantreno_0.5.lcd | F8_Fenantreno_| 0.000 0 0 0.000
F7_Fenantreno_0.75.lcd F7_Fenantreno_| 0.000 0 0 0.000
F6_Fenantreno_1.0.lcd |F6_Fenantreno_ 0.000 0 0 0.000
F5_Fenantreno_2.5.lcd F5_Fenantreno_2¢ 0.000 0 0 0.000
F4_Fenantreno_5.0.lcd F4_Fenantreno_¥ 0.000 0 0 0.000
F3_Fenantreno_7.5.lcd F3_Fenantreno_] 0.000 0 0 0.000
F2_Fenantreno_10.lcd F2_Fenantreno_ 0.000 0 0 0.000
F1_Fenantreno_50.lcd F1_Fenantreno_§ 0.000 0 0 0.000
P10_Pireno_0.1.led P10_Pireno_0.1 8.149 15480 652 -0.082
P9_Pireno_0.25.lcd | P9_Pireno_0.25 8.127 36644 1498 0.085
P8_Pireno_0.5.lcd | P8_Pireno_0.5 8.124 67472 2748 0.327
' P7_Pireno_0.75.Icd | P7_Pireno_0.75 8.136 102918 4154 0.605
P6_Pireno_1.0.Icd | P6_Pireno_1.0 8.121 138955 5596 0.889
P5_Pireno_2.5.Icd P5_Pireno_2.5 8.171 347510 13997 2.528
P4_Pireno_5.0.lcd | P4_Pireno_5.0 8.124 687128 26482 5.197
P3_Pireno_7.5.lcd P3_Pireno_7.5 8.151 1002580 38764 7.676
P2_Pireno_10.led P2_Pireno_10 8.121 1364398 52228 10.520
P1_Pireno_50.lcd P1_Pireno_50 8.169 6369412 246487 49.856
C2.00_BRANCO.lcd G2.00_BRANCO 8.120 13222 564 -0.100
C2.01_P_F_C_SEM_BACTER C2.01_P_F_C_S 8.127 479293 18734 3.5663
C2.02_P_F_C_SEM_BACTER C2.02_P_F_C_S 8.091 1421058 54543 10.965
C2.03_P_F_C_SEM_BACTER C2.03_P_F_C_S 8.116 4026449 154166 31.442
C2.04 P_F_C_SEM_BACTER G2.04 P F C_S 8.146 | 12337509 478565 96.761
C2.11_P_F C_COM _BACTERC2.11_ P F C G 8.087 793182 30258 6.030
C2.12 P F C_ COM_BACTERC2.12 P F C C 8.111 1729394 66065 13.388
C2.13_P_F_C_COM_BACTERC2.13 P_F_C_C 8.120 4591137 175648 35.880
02.14_P_ OM_BACTERC2.14 P F C C 8.091| 11071388 416559 86.810
C2.00_B| O 1_10.Icd C2.00_BRANCO 0.000 0 0 0.000
C2.01_P_F C SEM BACTER C2.01_ P F C S 8.102 45330 1848 0.153
C2.02_ P F_ C_SEM_BACTER C2.02 P F C S 8.137 138165 5565 0.882
C2.03_ P_F C SEM BACTER C2.03_P_F C_S 8.153 401492 16125 2.952
C2.04_P_| EM_BACTER C2.04_P_F _C_S| 8.132 1262721 48657 9.721
C2.11_P_| COM BACTER C2.11_P _F C C 8.142 74324 3030 0.381
C2.12_P_F_C_COM_BACTERC2.12_P_F_C_C 8.115 168810 6718 1.123
‘02.13 P F C_COM_BACTERC2.13 P F C_C 8.093 467432 17898 3.470
C2.14 P_F_C_COM_BACTERC2.14_P_F _C_C 8.103 1128481 43011 8.666
Average 8.125 1862292 71502 14.433
%RSD 0.280 173.577 173.157 176.024
Maximum 8.171 12337509 478565 96.761
Minimum 8.087 13222 564 -0.100
Standard Deviation 0.023 3232516 123811 25.405
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<< PDA >>
ID#1 Compound Name: Criseno
Data File Name Sample Name Sample ID Ret. Time Area Height Conc.
SM_PYR_1_10.lcd SM_PYR_1_10 0.000 0 0 0.000
SM_PHE_1_10.lcd |SM_PHE_1_10 | 0.000 0 0 0.000
SM_CRY_1_10.lcd SM_CRY_1_10 9.958 5901874 269307 9.947
5.01_INI_1_100.lcd 5.01_INI_1_100 0.000 0 0 0.000
'5.02_INI_1_100.lcd ‘_5.02_INI_1_1 00 0.000 0 0 0.000
5.03_INI_1_100.lcd 5.03_INI_1_100 0.000 0 0 0.000
5.04_INI_1_1000.lcd /5.04_INI_1_1000 0.000 0 0 0.000
5.14_INI_1_1000.lcd 5.14_INI_1_1000 0.000 0 0 0.000
5.13_INI_1_100.lcd 5.13_INI_1_100 0.000 0 0 0.000
5.12_INI_1_100.lcd 5.12_INI_1_100 0.000 0 0 0.000
5.11_INI_1_100.lcd 5.11_INI_1_100 0.000 0 0 0.000
Average 9.958 5901874 269307 9.947
%RSD 0.000 0.000 0.000 0.000
Maximum | | 9.958 5901874 269307 9.947
Minimum | | 9.958 5901874 269307 9.947
Standard Deviation 0.000 0 0 0.000
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==== Shimadzu LabSolutions Browser Report ====
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ID#1 Compound Name: Criseno
Data File Name Sample Name Sample ID Ret. Time Area Height Conc.
SM_PHE_1_10.lcd SM_PHE_1_10 0.000 0 0 0.000
SM_PYR_1_10.lcd SM_PYR_1_10 0.000 0 0 0.000
SM_CRY_1_10.Icd SM_CRY_1_10 9.918 6688108 303352 11.279
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Data File Name Sample Name Sample ID Ret. Time Area Height Conc.
3 _0BRANCO.Icd 3_0BRANCO 9.981 3316588 150846 5.569
3 01A 1 10.lcd 3 01A 110 9.903 547317 24941 0.880
3 02A 1 10.lcd 3. 02A 110 9.895 381979 16864 0.600
3 03A 1 10.lcd 3. 03A 110 9.883 363111 16024 0.568
3 04A 1 10.lcd 3 04A 110 9.892 355787 16012 0.556
3_11A_1_10.lcd 3_11A_1_10 9.908 364676 16949 0.571
3 _12A_1_10.lcd 3_12A_1_10 9.905 319382 14872 0.494
3 _13A_1_10.lcd 3 13A 110 9.908 310865 14625 0.480
'3_14A_1_10.led 3_14A_1_10 9.918 319035 14721 0.493
5 01_1_10.lcd '5.01_1_10 9.929 338348 15271 0.526
5 02_1_10.lcd 5.02_1_10 9.897 374976 16971 0.588
5 03 _1_10.lcd 15.03.1_10 9.912 371004 16914 0.581
5_04_1_10.lcd 504 1_10 9.907 355560 15973 0.555
5_11_1_10.lcd 5_11_1_10 9.917 426175 19829 0.675
5_12_1_10.lcd 5_12_1_10 9.922 361307 16923 0.565
5_13_1_10.lcd 5_13_1_10 9.928 325678 15037 0.505
5_14_1_10.lcd 5_14_1_10 9.905 405968 18538 0.641
3_01A.lcd 3_01A 9.894 3567518 162804 5.994
3_02A.lcd | 3_02A 9.901 3818183 172634 6.419
3_03A.lcd 3_03A 9.902 3414246 156539 5.735
3_04A.lcd 3_04A 9.923 3574878 165872 6.007
3 1Alcd 3_11A 9.892 3713781 169758 6.242
3 12A.lcd 3_12A 9.931 3353606 159058 5.632
3_13A.lcd 3_13A 9.902 3195767 145823 5.365
3_14A.lcd 3_14A 9.900 4604052 214398 7.750
5_01.led 5_01 9.897 3535373 163714 5.940
5_02.lcd 5_02 9.906 3770727 169600 6.338
5_08.led 5_03 9.866 3588954 162962 6.031
5_04.led 5_04 9.879 3718811 168913 6.251
5_11.led 5_11 9.872 4458447 197040 7.503
5_12.lcd 5_12 9.880 3760431 171767 6.321
5_13.lcd 513 9.885 3822472 175670 6.426
5 14.led 5 14 9.878 3776308 170502 6.348
Average 9.904 2223513 101521 3.718
%RSD 0.215 83.731 83.584 84.785
Maximum 9.981 6688108 303352 11.279
Minimum 9.866 310865 14625 0.480
Standard Deviation 0.021 1861762 84855 3.153
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Biorremediacao de Solos Contaminados com PAH (Pireno e Fenantreno) Anexos

o Retas de Calibracao

e C(Criseno

Tabela A.06: Resultados da analise UPLC para as solucdes padrao de criseno

Solucao Solucao Padrao Concentracao Area do pico
[ng.mk] A=254 nm
Criseno 9 Sol. Criseno 5 * 10+ 0,10 68,024
Criseno 8 0,25 0,25 147,755
Criseno 7 0,50 0,50 315,441
Criseno 6 0,75 0,75 464,631
Criseno 5 Sol. Criseno 1 * 101 1,00 620,002
Criseno 4 2,50 2,50 1508,273
Criseno 3 5,00 5,00 2975,74
Criseno 2 7,50 7,50 4517,554
Criseno 1 Sol. Stock * 10+ 10,00 5940,323
Stock Criseno — 100,00
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Figura A.O1: Reta de calibracdo obtida a partir de concentracdes conhecidas de criseno dissolvido em acetonitrilo para o
comprimento de onda (A) de 254 nm. A reta obtida é y = 0,0017x, com um coeficiente de determinacéo (R?) de 0,9999.
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e Pireno

Tabela A.07: Resultados da analise UPLC para as solucdes padrao de pireno

Solucao Solucao Padrao Concentracao Area do pico
[ng.mk] A=254 nm
Pireno 9 Sol. Pireno5 * 101 0,10 15,48
Pireno 8 0,25 0,25 36,64
Pireno 7 0,50 0,50 67,47
Pireno 6 0,75 0,75 102,92
Pireno 5 Sol. Pireno 1 * 10+ 1,00 138,96
Pireno 4 2,50 2,50 347,51
Pireno 3 5,00 5,00 687,13
Pireno 2 7,50 7,50 1002,58
Pireno 1 Sol. Stock *10t 10,00 1364,40
Stock Pireno — 100,00
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Figura A.02: Reta de calibracdo obtida a partir de concentracdes conhecidas de pireno dissolvido em acetonitrilo para o
comprimento de onda (A) de 254 nm. A reta obtida é y = 0,0074x, com um coeficiente de determinagéo (R?) de 0,9998.

Vitor Bertoluci Tese de Mestrado em Gestdo Ambiental 104



Biorremediacao de Solos Contaminados com PAH (Pireno e Fenantreno) Anexos

e Fenantreno

Tabela A.08: Resultados da analise UPLC para as solucdes padrdo de fenantreno

Solucao Solucao Padrao Concentracao Area do pico
[ng.mk] A=254 nm

Fenantreno 9 Sol. Fenantreno5 * 10+ 0,10

Fenantreno 8 0,25 0,25 281,136
Fenantreno 7 0,50 0,50 524,021
Fenantreno 6 0,75 0,75 754,056
Fenantreno 5 Sol. Fenantreno 1 * 10+ 1,00 998,777
Fenantreno 4 2,50 2,50 2415,873
Fenantreno 3 5,00 5,00 4649,831
Fenantreno 2 7,50 7,50 6830,725
Fenantreno 1 Sol.Stock *10¢ 10,00 8997,124

Stock Fenantreno — 100,00
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Figura A.03: Reta de calibracéo obtida a partir de concentracdes conhecidas de fenantreno dissolvido em acetonitrilo para o
comprimento de onda (A) de 254 nm. A reta obtida é y = 0,0011x, com um coeficiente de determinacéo (R?) de 0,9993.
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Biorremediacao de Solos Contaminados com PAH (Pireno e Fenantreno) Anexos

e Taxa de eficiéncia da extracao dos PAH por agitacao

Antes do inicio de cada extracao foi adicionado a cada amostra 7,5 ml de solucao de criseno com uma
concentracdo de 100 pg.ml. Assim, e como nao existe degradacdo de criseno durante a extracéo,

sabemos a quantidade exata de criseno que deveria existir apos a extracao.

Tabela A.09: Resultados da extracdo com n-hexano e calculo da taxa de recuperacao utilizando como testemunho solucdo
de criseno.

AMOSTRA VOLUME CRY VOLUME [CRY], [CRY],, TAXA DE
(ml) (ng) n-hexano pg.mk pg.mk RECUPERACAO
(ml) (TR.,,)
Branco_1 7,5 750,6 100 7,51 6,87 0,92
BE050_1 7,5 750,6 100 7,51 6,08 0,81
BE100_1 7,5 750,6 96 7,82 6,55 0,84
BE200_1 7,5 750,6 106 7,08 6,27 0,89
BE500_1 7,5 750,6 110 6,82 6,66 0,98
BAA050_1 7,5 750,6 98 7,66 6,71 0,88
BAA100_1 7,5 750,6 102 7,36 6,69 0,91
BAA200_1 7,5 750,6 104 7,22 6,42 0,89
BAA500_1 7,5 750,6 112 6,70 6,66 0,99
Branco_2 7,5 750,6 106 7,08 5,64 0,80
BE050_2 7,5 750,6 98 7,66 6,06 0,79
BE100_2 7,5 750,6 96 7,82 6,49 0,83
BE200_2 7,5 750,6 106 7,08 5,80 0,82
BE500_2 7,5 750,6 102 7,36 6,08 0,83
BAA050_2 7,5 750,6 98 7,66 6,31 0,82
BAA100_2 7,5 750,6 102 7,36 5,70 0,77
BAA200_2 7,5 750,6 112 6,70 5,43 0,81
BAA500_2 7,5 750,6 94 7,99 7,83 0,98
BAB050_1 7,5 750,6 102 7,36 5,88 0,80
BAB100_1 7,5 750,6 96 7,82 6,39 0,82
BAB200_1 7,5 750,6 108 6,95 6,20 0,89
BAB500_1 7,5 750,6 102 7,36 6,18 0,84
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BAB050_2 7,5 750,6 76 9,88 7,41 0,75
BAB100_2 7,5 750,6 100 7,51 6,27 0,83
BAB200_2 7,5 750,6 108 6,95 6,02 0,87
BAB500_2 7,5 750,6 104 7,22 6,66 0,92
[CRY],, = 0,0017 * APcgy
CRY .ml™) V. (ml
(cRy], = [CRYLon (gl ™) « Vi (m)
Vn hexano (ml)
_ [CRY]p (ug.ml™?)
 [CRY]; (ngml~1)
Exemplo calculo para a amostra BAAO50_1
[CRY],, = 0,0017 * APC¢gy = 0,0017 * 3945,58 = 6,71 (ug. ml‘l)
CRY ml™ D)« V. (ml) 100,08 (ug.ml™1) * 7,5(ml
(CRY], = [CRY]sm (g ml™") * Ve (mD) _ (hg.ml™) 7,5(ml) _ ., o (ug ml™)
Vn hexano (ml) 98(ml)
_ [CRY]p (ugml™) _ 6,71 (ugml™?)
TRew= [CRY]; (ugml=1) ~ 7,66 (ugml=1) 0.88
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Biorremediacao de Solos Contaminados com PAH (Pireno e Fenantreno) Anexos

o Resultados Cromatograma UPLC

Tabela A.10: Resultados UPLC para cada uma das amostras (APC — Area do Pico do Cromatrograma)

AMOSTRA APC.,, APC.. APC,,.
Branco_1 4041,69 - -
BE050_1 3578,70 479,29 381,98
BE100_1 3852,51 - 831,32
BE200_1 3690,50 - 2517,51
BE500_1 3915,05 - -
BAA050_1 3945,58 793,19 1200,14
BAA100_1 3936,53 - 2035,66
BAA200_1 3774,07 - -
BAA500_1 3916,55 - -

Branco_1* 10 - - -

BE050_1* 10+ - 45,33 -
BE100_1* 10+ - 138,17 -
BE200_1* 10+ - 401,49 -
BE500_1* 10+ - 1262,72 2069,74
BAA050_1* 10+ - 74,32 -
BAA100_1* 10+ - 168,81 -
BAA200_1* 10+ - 467,43 967,64
BAA500_1* 10+ - 1128,48 3108,35
Branco_2 3316,59 - -
BE050_2*10" - 64,33 -
BE100_2*10+ - 136,62 -
BE200_2*10+ - 444,92 471,77
BE500_2*10+ - 770,61 1435,67
BAA050_2*10+ - 72,11 -
BAA100_2*10+ - 120,56 -
BAA200_2*10+ - 511,02 683,62
BAA500_2*10+ - 1001,83 1355,95
BE050_2 3567,52 819,79 490,40
BE100_2 3818,18 - 1103,71
BE200_2 3414,25 - 3775,87
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AMOSTRA APC,, APC.,. APC.,,.
BE500_2 3574,88 -
BAA050_2 3713,78 469,84
BAA100_2 3353,61 866,12
BAA200_2 3195,77 4922,93
BAA500_2 4604,05 -
BAB050_1 3535,37 583,69 979,96
BAB100_1 3770,73 3685,23
BAB200_1 3588,95 -
BAB500_1 3718,81 -
BAB050_2 4458,45 827,76 1650,95
BAB100_2 3760,43 2883,26
BAB200_2 3822,47 -
BAB500_2 3776,31 -

BAB050_1* 10+ - -
BAB100_1* 10" - 148,44 -
BAB200_1* 10+ - 478,59 1326,35
BAB500_1* 10+ - 922,99 2699,44
BAB050_2* 10+ - -
BAB100_2* 10+ - 144,99 -
BAB200_2* 10+ - 379,81 1031,78
BAB500_2* 10+ - 1083,19 3220,24

Tabela A.10: Resultados UPLC para cada uma das amostras (APC — Area do Pico do Cromatrograma) (continuacéo)
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Anexos

e Resultados UPLC — Bioestimulacao

Tabela A.11: Resultado dos calculos das concentracdes tedricas, medidas e corrigidas dos poluentes para o ensaio de

bioestimulacao

[PYR], [PHE], [PYR], [PHE], [PYR]. [PHE],
(ng.mit)  (pg.mk)  (pg.ml)  (ug.mk)  (pgml)  (pg.mh)
Branco_l 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
BE050_1 9,51 10,22 3,45 0,42 4,26 0,52
BE100_1 21,04 20,94 10,22 0,91 12,21 1,09
BE200_1 48,43 48,43 29,71 2,77 33,53 3,13
BE500_1 100,88 100,98 93,44 22,77 95,80 23,34
Branco_2 0,00 0,00 0,00 0 0,00 0
BE050_2 11,13 11,02 5,41 0,54 6,34 0,68
BE100_2 20,94 21,05 10,11 1,21 12,18 1,46
BE200_2 47,70 47 42 32,92 4,67 40,17 5,70
BE500_2 98,78 98,19 57,02 15,79 69,05 19,12

[PYR],,, = 0,0074 * APCpyg(pg ml™1)

[PYR], =

[PHE], =

PYR]. — PYR],,

[PHE],, = 0,0011 * APCpyz (ng. ml~1)
[PHE],,

PHE], = .ml™?

Exemplo calculo para a amostra BEO50_1

[PYR],, = 0,0074 * APCpyr = 0,0074 466,30 = 3,45 (ug. ml™1)

[PYR],, 3,45
=2 _ 426 (ug. ml™?
TRegy _ 0,81 (hg. ml™)
[PHE],, = 0,0011 % APCpyz = 0,0011 * 381,98 = 0,42 (pg. ml~1)
[PHE],, 0,42
- — 0,52 (ug. ml*
TRepy 0,81 (kg ml™)
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Anexos

e Resultados UPLC - Bioaumentacao A

Tabela A.12: Resultado dos calculos das concentracdes teoricas, medidas e corrigidas dos poluentes para o ensaio de

bioaumentacéo A

[PYR], [PHE], [PYR], [PHE], [PYR]. [PHE],
(ng.mit)  (pg.mk)  (pg.ml)  (ug.mk)  (pgml)  (pg.mh)
BAA050_1 11,13 10,51 5,68 1,32 6,49 1,51
BAA100_1 20,61 20,70 12,49 2,24 13,74 2,46
BAA200_1 48,04 49,58 34,59 10,64 38,91 11,97
BAA500_1 90,11 90,20 83,51 34,19 84,06 34,42
BAA050_2 10,42 10,53 5,63 0,52 6,83 0,63
BAA100_2 19,72 20,40 9,33 0,95 12,05 1,23
BAA200_2 4481 44,90 37.82 6,47 46,65 7,98
BAA500_2 106,91 108,83 74,14 14,92 75,63 15,22
[PYR],, = 0,0074 * APCpyp
PYR
[PYR] = [TRci;n
[PHE],, = 0,0011 * APCpyp
[PHE],»,
[PHE], = TR,

Exemplo calculo para a amostra BAAO50_1

[PYR],, = 0,0074 * APCpy = 0,0074 * 768,25 = 5,68 (ug. ml™1)

PYR]. = [PYR}m _ 568 _ 6,49 -1

[ ]C - TRCRY - 0,88 - ) (Hg'm )

[PHE],, = 0,0011 * APCpyr = 0,0011 * 1200,14 = 1,32 (ug. ml™1)
[PHE],, 1,32

PHE]. = = =1,51 (ug.ml™?!

[PHE], TRepy 088 ,51 (pg.ml™)
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e Resultados UPLC - Bioaumentaciao B

Tabela A.13: Resultado dos calculos das concentracoes teoricas, medidas e corrigidas dos poluentes para o ensaio de
bioaumentacéo B

[PYR], [PHE], [PYR], [PHE], [PYR]. [PHE],

(ngmk)  (pg.mb)  (ng.ml)  (ngmk)  (pg.mb)  (ng.ml)
BAB050_1 9,32 10,01 4,32 1,08 5,40 1,35
BAB100_1 21,08 20,97 10,98 4,05 13,44 4,96
BAB200_1 47,66 47,66 35,42 14,59 39,67 16,34
BAB500_1 99,50 99,60 68,30 29,69 81,29 35,34
BAB050_2 14,35 13,56 6,13 1,82 8,16 2,42
BAB100_2 21,01 21,11 10,73 3,17 12,85 3,80
BAB200_2 46,40 47 88 28,11 11,35 32,46 13,11
BAB500_2 97,10 97,20 80,16 35,42 86,86 38,38

[PYR]m = 0,0074‘ * APCPYR

[PYR],,

PYR], =

Rl = TRy

[PHE],, = 0,0011 * APCpyp
[PHE],,

PHE], =

Exemplo calculo para a amostra BABO50_2

[PYR],, = 0,0074 * APCpyr = 0,0074 827,76 = 6,13 (ug. ml™1)

PYR]. = [PYR}m _ 6,13 _ 8,16 -1

[ ]C - TRCRY - 0,75 - ) (Hg'm )

[PHE],, = 0,0011 * APCpyz = 0,0011 * 1650,95 = 1,82 (ug.ml~1)
[PHE],, 1,82

PHE]. = = = 2,42 (ug.ml™ 1

[PHE], TRepy 075 42 (pg.ml™)
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