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RESUMO

GONCALVES, A. F. Aplicagao de biochar de eucalipto e peréxido de calcio
(Ca0,) no tratamento de solo contaminado por diesel. 2024. 98 f. Dissertacao
(Mestrado em Engenharia Ambiental) — Faculdade de Engenharia, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Num contexto em que os combustiveis fosseis continuam a desempenhar um pa-
pel crucial no desenvolvimento humano, o diesel é um importante componente energético
utilizado no Brasil. No entanto, vazamentos que podem ocorrer durante seu transporte e
armazenamento representam uma ameaca a qualidade ambiental do solo. Nesse cenério,
o biochar, conhecido por seus beneficios na melhoria das condi¢ées do solo, e os compos-
tos liberadores de oxigénio, utilizados como fonte prolongada de oxigénio, emergem como
possiveis agentes para a degradacao de hidrocarbonetos em solos contaminados por diesel.
Este estudo teve como proposito avaliar a eficacia de um tratamento utilizando biochar de
biomassa de eucalipto (Fucalyptus sp.) e peréxido de calcio (CaO,) em solo de bacias de
contencao contaminado por diesel. Foram preparados biorreatores de bancada, incluindo
os seguintes tratamentos: biochar de eucalipto a 5% (BC), perdxido de célcio a 1% (Pe)
e a combinagao de ambos (BP). Ao longo do ensaio, a quantificagao de bactérias hetero-
troficas totais (BHT) e bactérias degradadoras de diesel (BDD) foi realizada através do
método de espalhamento em placas de Petri. Coletas periddicas foram conduzidas para
analisar o sobrenadante, considerando parametros como pH, condutividade, salinidade,
DQO e dureza. Ao fim do ensaio, foram quantificados os hidrocarbonetos totais de petré-
leo (HTPs) remanescentes no solo por cromatografia gasosa. A toxicidade do elutriato do
solo apos o tratamento, bem como a de biochar e CaO,, foi avaliada utilizando sementes
de alface (Lactuca sativa), a bactéria marinha Vibrio fischeri e o microcrustaceo Artemia
sp. Destacou-se uma maior degradacao de hidrocarbonetos totais de petrdleo no trata-
mento BP, quando comparado com o controle (42 + 7% e 28 + 10%, respectivamente).
Entretanto, o CaO, revelou-se toxico para a comunidade microbiana, enquanto o biochar
estimulou seu desenvolvimento, apresentando 3,6 + 0,1 x 10 UFC de BHT/g de solo,
enquanto o controle obteve 1,3 + 0,7 x 10* UFC de BHT/g de solo. A toxicidade dos
elutriatos do solo apds o tratamento BP foi reduzida. Ademais, os aditivos do solo nao
apresentaram toxicidade para a alface (menor indice de germinagéo encontrado de 86,16%
para o CaQ,), mas o peréxido, como era esperado, manifestou toxicidade para a bactéria
luminescente V. fischeri, resultando em um CE50 de 0,23%. O tratamento com biochar
de eucalipto e CaO, apresentou potencial para a degradacao de hidrocarbonetos totais
de petréleo. Contudo, sdo necessarios estudos adicionais para elucidar os mecanismos
subjacentes e considerar sua aplicabilidade em escala pratica no campo.

Palavras-chave: composto liberador de oxigénio. biorreator. hidrocarbonetos totais de

petroéleo. ecotoxicologia.



ABSTRACT

GONCALVES, A. F. Application of eucalyptus biochar and calcium peroxide
(Ca0,) in the treatment of soil contaminated by diesel. 2024. 98 f. Dissertagao
(Mestrado em Engenharia Ambiental) — Faculdade de Engenharia, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

In a context where fossil fuels continue to play a crucial role in human development,
diesel is a significant energy component used in Brazil. However, leaks that may occur du-
ring its transportation and storage pose a threat to the environmental quality of the soil.
In this scenario, biochar, known for its soil improvement benefits, and oxygen-releasing
compounds, used as a prolonged source of oxygen, emerge as potential agents for the
degradation of hydrocarbons in soils contaminated by diesel. The purpose of this study
was to evaluate the effectiveness of a treatment using biochar from eucalyptus biomass
(Bucalyptus sp.) and calcium peroxide (CaOs) in soil from compacted barriers contamina-
ted by diesel. Bench-scale bioreactors were prepared, including the following treatments:
eucalyptus biochar at 5% (BC), calcium peroxide at 1% (Pe), and a combination of both
(BP). Throughout the assay, the quantification of total heterotrophic bacteria (THB) and
diesel-degrading bacteria (DDB) was performed using the spread plate method. Periodic
samplings were conducted to analyze the supernatant, considering parameters such as
pH, conductivity, salinity, chemical oxygen demand (COD), and hardness. At the end of
the assay, the remaining total petroleum hydrocarbons (TPH) in the soil were quantified
by gas chromatography. The soil toxicity after treatment, as well as that of biochar and
CaO,, was assessed using lettuce seeds (Lactuca sativa), the bacteria Vibrio fischeri, and
the microcrustacean Artemia sp.. There was a greater degradation of total petroleum
hydrocarbons in the BP treatment compared to the control (42 £ 7% and 28 + 10%, res-
pectively). However, CaO, proved to be toxic to the microbial community, while biochar
stimulated its development, with 3.6 4+ 0.1 x 10° CFU of THB/g of soil, whereas the
control obtained 1.3 &+ 0.7 x 10* CFU of THB/g of soil. The toxicity of soil elutriates
after the BP treatment was reduced. Furthermore, soil additives showed no toxicity to
lettuce (the lowest germination index found was 86.16% for CaO,), but calcium peroxide
showed toxicity to the luminescent bacterium V. fischeri, resulting in a EC50 of 0.23%.
The treatment with eucalyptus biochar and CaO, showed potential for the degradation
of total petroleum hydrocarbons. However, additional studies are needed to elucidate the
underlying mechanisms and consider their applicability in the field.

Keywords: oxygen-releasing compound. bioreactor. total petroleum hydrocarbons.

ecotoxicology.
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INTRODUCAO

O diesel é uma mistura de hidrocarbonetos alifaticos, ciclicos e aroméaticos satu-
rados e insaturados que alteram as propriedades fisico-quimicas do solo, gerando efeitos
deletérios aos ecossistemas (GUIRADO et al., 2021; KADRI et al., 2021). A contamina-
¢ao por hidrocarbonetos de petréleo é causada por derramamentos na zona de exploracao,
em cargueiros, tanques e dutos (ORTEGA et al., 2019).

Apds o derramamento de hidrocarbonetos de petréleo em solo, a degradagao de
6leo cru tem como principal via a mineralizagdo dos compostos formadores do petroleo
por microrganismos (QIN; GONG; FAN, 2013). Portanto, intensificar este processo pode
ser uma estratégia para a remediacao do solo e de aguas subterraneas.

A biorremediacao de solos contaminados por hidrocarbonetos é um conjunto de
técnicas que visa aprimorar ou se beneficiar da habilidade dos microrganismos de degra-
dar compostos orgénicos (ORTEGA et al., 2019). Todavia, a eficiéncia do tratamento
esta diretamente ligada a diferentes fatores ambientais como pH, oxigénio, temperatura e
disponibilidade de nutrientes (HARITASH; KAUSHIK, 2009).

No Brasil, ha 7,53 milhdes de hectares de area plantada de eucalipto. Considerando
a produtividade do ano de 2021 de 38,9 m?/ha/ano, resultaria numa produgao anual de
292,9 milhes de m?/ano (IBA, 2022). Desta producdo, é possivel que em torno de 8%
se torne residuo (PINCELLI; MOURA; BRITO, 2017). Neste contexto, desenvolver uma,
alternativa para o uso desse residuo, que envolva ainda o uso do potencial energético desse
material, seria importante.

O biochar é formado a partir da pirélise de biomassa e ¢ conhecido por sua ca-
pacidade de aprimorar as caracteristicas do solo como a disponibilidade de nutrientes,
a producao agricola e a atividade microbiana. Além disso, é um material eficiente na
adsorgao de contaminantes, como hidrocarbonetos de petréleo (JIANG et al., 2016). A
aplicacao de biochar auxilia na mitigacao das mudangas climéaticas (estoque de carbono),
controle de residuos, producao de energia e melhora das condi¢oes do solo com beneficios
sociais e/ou econdémicos (LEHMANN; JOSEPH, 2015).

Os compostos liberadores de oxigénio (CLOs, do inglés, oxygen releasing-compounds)
sao substancias estaveis que, quando dissolvidas em agua, liberam O, no meio. CLOs ma-
nufaturados sdo aplicados no campo desde os anos 90 para o tratamento de BTEX em
aguas subterraneas (ODENCRANTZ; JOHNSON; KOENIGSBERG, 1996). Um dos mais
utilizados é perdxido de célcio (CaO,), conhecido por sua estabilidade e facil manuseio, ja
foi empregado na degradagao de substéncias organicas (MENENDEZ-VEGA et al., 2007;
KUNUKCU, 2007).

Alguns poucos autores buscaram desenvolver metodologia capaz de degradar con-
taminantes organicos com CLOs e o biocarvao (LI et al., 2019; HUNG et al., 2022; SHEN
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et al., 2023). No entanto, nao foram encontrados trabalhos que associam biochar com
CLOs para a degradacao de hidrocarbonetos de petréleo em solo.

Desta forma, no presente trabalho, buscou-se desenvolver metodologia de coapli-
cacao de biochar e perdxido de calcio, visando o tratamento de solos contaminados por

diesel de bacias de contencao de armazenamento.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

o Propor técnica para o tratamento de solos contaminados por diesel, aplicando con-
juntamente biochar produzido a partir de biomassa de eucalipto (Fucalyptus sp.) e

perdxido de calcio

1.2 Objetivos especificos

o Avaliar a eficiéncia de remoc¢ao de HTPs pelo tratamento por com biochar e peréxido

de calcio a partir de ensaios de biorreatores de bancada

o Avaliar a ecotoxicidade do elutriato do solo apés tratamento proposto pelos ensaios
toxicolégicos utilizando os organismos teste bactéria luminescente Vibrio fischeri e

microcrustaceo (Artemia sp.).

o Avaliar a possivel toxicidade dos materiais aplicados no tratamento pelos ensaios
toxicologicos utilizando os organismos teste alface Lactuca sativa e bactéria lumi-

nescente Vibrio fischeri.



19

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Industria do Petroleo

O petréleo é originado pela decomposicao da matéria organica presente no xisto
da crosta terrestre, migrando para os espagos saturados entre os graos de solo das rochas
sedimentares até ficar confinado por barreiras fisicas resultantes dos movimentos das pla-
cas tectonicas (GRACE, 2007). A principal fonte de matéria orgénica para a formacao do
petréleo é derivada de plancton e algas que foram depositados juntamente com sedimen-
tos, criando um ambiente protegido contra a acdo de microrganismos de decomposi¢ao
(CONAWAY, 1999).

Inicialmente, o petréleo foi considerado um subproduto indesejado durante as ope-
racoes de extracao de sal. No entanto, desde o século XIX, ja se utilizava esse 6leo na
producao caseira de querosene para iluminagao na FEuropa oriental, atingindo uma produ-
¢ao de 36.000 barris de petréleo em 1859 (YERGIN, 2009). A industria de exploragao de
petréleo experimentou um significativo avango ao adotar a técnica de extracao por fluxo
no nordeste dos Estados Unidos, resultando em um aumento na producao de 50 barris
por dia para 3.000 barris por dia (CONAWAY, 1999).

A producgao global de petrdleo atingiu cerca de 89,9 milhoes de barris por dia
em 2021, com reservas provadas totalizando 1.732,4 bilhoes de barris em 2020 (ANP,
2022). No Brasil, a producao de petréleo foi de 1.060.369 mil barris em 2021. Apesar do
crescimento no desenvolvimento e adogao de fontes de energia renovaveis, a producgao de
petréleo bruto tende a expandir-se até 2050 (EIA, 2021).

2.1.1 Oleo diesel

O 6leo diesel é um combustivel liquido obtido a partir do petréleo, composto princi-
palmente por hidrocarbonetos com cadeias de carbono variando de 8 a 16 (PETROBRAS,
2021). A composicao tipica dos hidrocarbonetos no diesel (em volume) consiste em 64% de
hidrocarbonetos alifaticos, 1-2% de alcenos e 35% de hidrocarbonetos aromaticos (KUP-
PUSAMY et al., 2020).

O ¢leo diesel pode conter outros elementos como nitrogénio, enxofre e oxigénio.
A terminologia "diesel"é genérica e se refere a qualquer combustivel destinado ao uso em
motores de ignigao por compressao (CHEVRON;, 2007). Existem varios tipos de diesel na
industria, classificados conforme a norma ASTM D975-21, que define metodologias para
a determinacao de parametros como temperatura de destilacao, viscosidade e ponto de

ignicao.
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O diesel é essencial para motores de ciclo diesel e amplamente utilizado em trans-
porte de passageiros, geradores, termelétricas, locomotivas e maquinario agricola, de mi-
neracio e construcdo civil (PETROBRAS, 2024). E formulado através da mistura de
correntes como gaséleos, nafta pesada, diesel leve e diesel pesado, provenientes das dife-
rentes etapas de processamento do petréleo bruto.

Os 6leos diesel podem ser classificados como A ou B. O diesel A é obtido por meio
do refino do petroleo, enquanto o diesel B resulta da mistura do diesel A com biodiesel,
segundo a legislacdo vigente (PETROBRAS, 2021).

A qualidade do 6leo diesel pode ser caracterizada pelo Nimero de Cetano (NC), que
representa a proporgao volumétrica entre cetano (Ci4Hsy), com alto poder de igni¢ao (CN
= 100), e 1-metilnaftaleno (C1H,g), com baixa capacidade de ignicao (CN = 0) (FAHIM,;
AL-SAHHAF; ELKILANI, 2009). Os teores minimos de NC para uso rodoviario sao 42 e
48 para os 6leos diesel S-10 e S-500, respectivamente (PETROBRAS, 2021).

O diesel S-500 ¢é destinado a tecnologia de combustao de veiculos leves fabricados
antes de 2012 e possui um maior teor de enxofre. Ja o diesel S-10, com menor teor de

enxofre, é mais eficiente energeticamente e é utilizado em veiculos com as mais recentes
tecnologias de combustao (PETROBRAS, 2024).

2.1.2 Contaminacao do solo por diesel

Somando os dados de acidentes fornecidos pela ANP, desde o ano de 2013 até de-
zembro de 2023, ja foram registrados 106 incidentes envolvendo derramamento de éleo
diesel no Brasil, sendo 7 desses classificados com potencial risco ao meio ambiente. Como
consequéncia, aproximadamente 2,5 milhoes de litros de 6leo foram derramados nos di-
ferentes processos de produgdo, transporte e armazenamento do diesel (ANP, 2023). A
Agéncia Europeia do Ambiente (EEA, na sigla em inglés), em um estudo conduzido em
2006, identificou que o 6leo mineral é o contaminante predominante em 34% das &dreas
contaminadas na Europa. Esse niimero aumenta para 53% quando sao considerados HPAs
e BTEX.(FAO; UNEP, 2021).

No Rio de Janeiro, foi observado um aumento significativo de locais impactados
por contaminantes derivados do petréleo entre 2013 e 2015. De acordo com um estudo
realizado por Aréas et al. (2020), os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) tive-
ram um aumento de 95%, os hidrocarbonetos totais de petréleo (HTPs) aumentaram em
116%, os compostos organicos volateis (COVs) apresentaram um aumento de 142%, e os
niveis de benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos (BTEX) subiram em 67%.

Esses contaminantes estdo diretamente associados a presenca ou indicam poten-
ciais contaminagoes por derivados de petréleo, como o Oleo diesel. Além dos prejuizos

financeiros inerentes, esses derramamentos também representam uma ameaca ao meio
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ambiente.

A contaminagao do solo por diesel tem efeitos téxicos sobre as plantas (ADAM;
DUNCAN, 2002; GONCALVES et al., 2023; BAMGBOSE; ANDERSON, 2015). A fito-
toxicidade dos derivados de petroleo esta intimamente ligada a sua gravidade especifica
(ADAM; DUNCAN, 2002). Portanto, fragbes mais pesadas, como o 6leo diesel, podem
afetar de forma mais intensa diversos aspectos do ciclo de vida vegetal.

O estudo realizado por Gongalves et al. (2023) constatou que solos provenientes de
bacias de contencao de tanques de armazenamento de diesel, previamente contaminados,
resultaram em um retardo na germinagdo de sementes de alface (Lactuca sativa). Da
mesma forma, Bamgbose e Anderson (2015) investigaram a toxicidade do diesel em solo
franco-arenoso e franco-siltoso para diversas culturas, incluindo alfafa, alface, rabanete e
trigo. Observou-se um efeito mais acentuado no solo franco-siltoso. No caso da alface e
do trigo, foram encontrados efeitos significativamente diferentes em relagao ao controle (p
<0,05) em concentragoes de diesel a partir de 0,085% e 0,2125% (m/m), respectivamente.
Portanto, o impacto do diesel no desenvolvimento das sementes esta relacionado a espécie
de planta e ao tipo de solo avaliado.

Eze, George e Hose (2021), ao analisar a relagao dose-resposta do solo contaminado
por diesel em 12 espécies de legume e 3 trés espécies de grama em solo arenoso, obtiveram
resultado correlato com as CE10 variando de 360 + 180 mg/kg a 15.330 £+ 1.470 mg/kg
para Trifolium incarnatum e alfafa (Medicago sativa), respectivamente.

A contaminagao do solo por diesel também afeta o desenvolvimento e a sobrevivén-
cia de minhocas Fisenia fetida (HAWROT-PAW et al., 2020; COTTA; LEMOS; LIMA,
2020; BAMGBOSE; ANDERSON, 2020) e FEisenia andrei (KHUDUR et al., 2015). No
entanto, em estudo realizado por Fernandez et al. (2011), utilizando ensaios de micro-
cosmo com minhocas (E. fetida) e vegetacao (Festuca arundinacea e Trifolium pratense),
observou-se que a contaminacao por diesel nao afetou os anelideos. Esses resultados fo-
ram atribuidos a baixa biodisponibilidade do contaminante, o que foi indicado por ensaios
de ecotoxicidade aguda com o elutriato do solo contaminado utilizando microcrustaceos
(Daphnia sp.) e andlise do lixiviado do solo.

Com a adicao de diesel ao solo, ha um incremento da comunidade bacteriana
(HAWROT-PAW et al., 2020; CHAUDHARY et al., 2021). Chaudhary et al. (2021)
realizaram ensaio de microcosmo em solo contaminado por diesel com concentragao de
HTPs de 4.520 mg/kg com duracao de 120 dias. Observaram que o pico do crescimento
de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos de petréleo ocorreu entre os dias 45 e 90
do experimento.

Esse crescimento pode estar relacionado com o nivel de contaminagao do solo. Em
ensaios de 6 dias avaliando a respiracdo dos microrganismos autéctones de solo conta-
minado por diesel, Lapinskiené, Martinkus e Rébzdaité (2006) obtiveram incremento na

produgao de CO, para contaminagoes de concentracao 1 e 3% (m/m), quando comparados
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ao controle. No entanto, o diesel foi téxico para os microrganismos quando aplicado em
concentragoes mais elevadas.

A toxicidade desencadeada pelos hidrocarbonetos advém da difusdo desses com-
postos através das membranas celulares dos organismos, levando a sua disrupcao e inter-
ferindo nas enzimas celulares (LOGESHWARAN et al., 2018). Essa alteragdo na inte-
gridade das membranas acarreta mudangas na sua fluidez, resultando na toxicidade para
os organismos, especialmente em ambientes de baixa umidade e temperatura. Hidro-
carbonetos de menor peso molecular, em particular, tém a capacidade de atravessar as
membranas celulares, desencadeando efeitos téxicos (SHIN et al., 2005). HPAs voléteis
e soliveis apresentaram maior toxicidade a vegetais (HENNER et al., 1999). Os efeitos
deletérios causados pelo diesel, por exemplo, também afetam as plantas, causando lesoes
e até mesmo a morte dos embrides das sementes (ADAM; DUNCAN, 2002).

Considerando que os hidrocarbonetos do petroleo consistem em misturas de cadeias
alifaticas e aromaticas de diferentes tamanhos e configuragoes, é possivel que ocorra a for-
macao de metabdlitos durante processos de remediagao (LOGESHWARAN et al., 2018).
Metabdlitos de fenantreno, por exemplo, apds degradacao Opor Rhodococcus qingshengii
FF, apresentaram toxicidade para sementes de trigo (WANG et al., 2021).

De maneira correlata, em simulacao realizada para 473 metabdlitos originados da
degradacao dos 16 HPAs prioritarios definidos pela USEPA, verificou-se que 222 desses
derivados de HPAs apresentaram aumento em sua toxicidade quando comparados com os
compostos predecessores (ZHAO et al., 2022). No entanto, outros estudos indicam que
hé redugao da toxicidade de hidrocarbonetos sob mico e rizorremediagdo (PAGNOUT et
al., 2006; JONER et al., 2001).

Corroborando essa visao, Shin et al. (2005) observaram que, ap6s tratamento por
ozonio em solo contaminado com diesel comercial, nao foi encontrada toxicidade para
minhocas E. Fetida, indicando que os subprodutos da degradacao nao apresentaram efeitos
deletérios a esses organismos terrestres.

Portanto, ao promover a degradacao de hidrocarbonetos de petréleo, é importante

avaliar se ha conjuntamente a redugao da toxicidade dos mesmos.

2.2 Areas contaminadas

Conforme o Manual de Gerenciamento de Areas contaminadas da Companhia Am-
biental do Estado de Sao Paulo (CETESB), uma Area Contaminada (AC) "é uma area
onde existe ou existiu fonte de contaminagao primaria e, como resultado, contém quanti-
dades de matéria ou concentracoes de substancias, em ao menos um dos compartimentos
do meio ambiente, capazes de causar danos aos bens a proteger'(CETESB, 2021).

Apo0s a identificacdo de uma area potencialmente contaminada, essa contaminacao
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é confirmada e elaborado um modelo da area explicitando a situacao atual do local. Uma
analise de risco é realizada e definido entao a necessidade de remediagao do local.

A remediacao de solos contaminados deve ser realizada visando mitigar riscos a
saude e ao meio ambiente, abordando o problema de forma quimica, fisica e biologica,
visando eliminar, remover e dispor os contaminantes, bem como restaurar o ambiente afe-
tado (OSSAI et al., 2020). Sao vérias as técnicas disponiveis, que apresentam vantagens
e desvantagens. A escolha da técnica a ser aplicada em um local particular deve levar em
conta a concentracao do contaminante, a urgéncia da situacao, o custo, o tempo neces-
sario para a remediacao e a capacidade do tratamento atingir o nivel de contaminantes
necessario (RUSSELL, 2011; APARICIO et al., 2022)

Embora as intervengoes fisicas e quimicas sejam reconhecidamente mais rapidas
e eficazes, elas possuem limitagoes em relagdo ao tamanho das areas tratadas, sao dis-
pendiosas, podem gerar poluentes secundérios e tém potencial de causar danos ao meio
ambiente (HAKEEM; AKHTAR; SABIR, 2016).

Como consequéncia disso, a abordagem biolégica é considerada uma opcao viavel,
aceita pela comunidade afetada pela contaminagao e que promove a melhoria das carac-
teristicas do solo (COUTO et al., 2012). A biorremedia¢ao é uma técnica importante
para melhorar a satide em paises em desenvolvimento, o que destaca a necessidade de
desenvolver novos métodos e aplicé-los no Brasil (DAAR et al., 2002).

A técnica da biorremediacao foi, ou esta sendo, adotada em 87 areas contaminadas
no estado de Sao Paulo (CETESB, 2023). Apesar do ntimero consideravel, ainda é inferior

a utilizagao de técnicas como remogao de solo (693) e extracao de vapores (377).

2.3 Biorremediacao

A biorremediag¢ao é uma tecnologia de tratamento que promove a biodegradacao de
contaminantes organicos, através do estimulo da comunidade microbiana autéctone, com
a adicao de aceptores de elétrons ou nutrientes, ou com a inoculacdo de microrganismos
exégenos (USEPA, 1997).

Compostos organicos hidrofébicos sao transportados para o interior das células
dos microrganismos por diferentes mecanismos, incluindo transporte passivo, transporte
ativo e endocitose (OK et al., 2020). Os hidrocarbonetos do petrdleo sdo predominante-
mente decompostos por mecanismos especificos de biodegradagao enziméatica, que incluem
processos aerdbicos (na presenca de oxigénio) ou anaerdbios (na auséncia de oxigénio),
ligacao de células microbianas ao substrato, por meio da producao de biossurfactantes e
emulsificantes (OSSALI et al., 2020).

No processo de obtencao de energia por microrganismos, estes assimilam hidrocar-

bonetos de petréleo em sua biomassa celular. Varias enzimas se envolvem nesse processo,
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tanto na degradacao aerdbica, quanto na anaerébia. Dentre elas estao oxigenases, pero-
xidases, oxirredutases, hidroxilases e desidrogenases (VARJANI; UPASANI, 2017).

As diversas técnicas disponiveis para a biorremediacao estdao divididas entre dois
grandes grupos: técnicas in situ e ex situ.

Dentre as técnicas in situ existem os exemplos de: introducdo de nutrientes por
percolagao ou introdugao em pogos (bioestimulo), bombeamento e tratamento com reinje-
¢ao de aguas subterraneas, air sparging e suas modifica¢Oes, barreiras reativas permeaveis,
compostos liberadores de oxigénio, compostos liberadores de hidrogénio, além de intro-
dugéo de melago e dleos vegetais (CETESB, 2021). Ademais, ainda é possivel inocular
microrganismos no solo, técnica conhecida como bioaumento.

Muitas dessas técnicas sao consolidadas e estao sendo aprimoradas ou modificadas
com a adi¢do do biocarvao. Como testes de bioaumento (ZHANG; ZHANG; ZHANG,
2019; GUIRADO et al., 2021; GALITSKAYA; AKHMETZYANOVA; SELIVANOVS-
KAYA, 2016), bioestimulo (HUSSAIN et al., 2018; WANG et al., 2017), composto libera-
dor de oxigénio (HUNG et al., 2022), barreira reativa permeavel (ZHU et al., 2022; LIU
et al., 2019).

2.4 Biochar

A presenga de geosorbentes carbonicos, como carvao, querogénio e coque em solo
e sua atuagao na adsorcao de materiais organicos sao amplamente conhecidos e debati-
dos (CORNELISSEN et al., 2005). A importancia desses materiais na imobilizagdo de
poluentes organicos motivou a aplicagao de substitutos com o mesmo intuito. Estes sao
conhecidos como biochar e sao preparados ao pirolisar biomassa em diferentes condicoes,
incluindo a variagdo da fonte de matéria organica, a temperatura e o tempo, sendo uti-
lizado como solu¢ao em diversos processos sortivos (CHEN; CHEN, 2009). O biochar é
capaz de proporcionar profusos aprimoramentos como geracao de bioenergia, aumento da
fertilidade do solo, sequestro de carbono, adsor¢ao de poluentes organicos e inorganicos e
aumentos na capacidade de retengao de campo, adsor¢ao de nutrientes e aeragdo (WANG
et al., 2017; MIA et al., 2014).

O biochar é conhecido por sua capacidade de aprimorar as caracteristicas do solo
como a disponibilidade de nutrientes, a producao agricola e a atividade microbiana e
retencao hidrica (JIANG et al., 2016). Além disso, é um material eficiente na adsorcao
de contaminantes, como hidrocarbonetos de petréoleo. A aplicacao de biochar auxilia na
mitigagdo das mudancgas climéticas (estoque de carbono), controle de residuos, produ-
¢ao de energia e melhora das condigdes do solo com beneficios sociais e/ou econémicos
(LEHMANN; JOSEPH, 2015).

Dentre as diversas abordagens consolidadas no tratamento de solos contaminados
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por petroleo, destaca-se a biorremediacao, por seu baixo custo e facil aplicagao. Esse tipo
de tratamento pode incluir a agdo de microrganismos, macréfitas (fitorremediacao) ou a
unido de ambos (rizorremediacio) (HAKEEM; AKHTAR; SABIR, 2016).

A degradacao de 6leo cru em solo tem como principal via a mineralizacao dos
compostos formadores do petréleo por microrganismos (QIN; GONG; FAN, 2013). No
entanto, a eficiéncia do tratamento estd diretamente ligada a diferentes fatores ambientais
como pH, oxigénio, temperatura e disponibilidade de nutrientes (HARITASH; KAUSHIK,
2009).

O biochar também é capaz de alterar propriedades do solo como pH, retencao de
agua, sequestro de carbono, capacidade de troca cationica, drea superficial e aeracao, o
que pode influenciar na atuagao de microrganismos. O aprimoramento das caracteristicas
do solo altera a comunidade microbiana do local (ZHU et al., 2017). Além disso, o
biochar poderia garantir abrigo para os microrganismos, promover a disponibilidade de
nutrientes, alterar a acdo de enzimas, interromper a comunicagao entre células microbianas
e possivelmente adsorver parte do contaminante, diminuindo sua toxicidade e garantindo
melhor atuagao dos microrganismos.

No entanto, biochar também demonstrou nao contribuir para o aumento na quan-
tidade de microrganismos presentes em solo contaminado por petréleo, sendo necessaria
a adicao de outra fonte de nutrientes, como consequéncia da diminui¢ao da biodisponi-
bilidade do poluente causada pela sorgao ao biocarvao (CIPULLO et al., 2019). Esse
resultado se contrasta com o de Kong et al. (2018) que buscaram observar a possivel
interacao de HPAs com o biochar em ambiente abiético, concluindo que somente 20% da
concentracao inicial do contaminante se degradou por acgao fotolitica, sem ac¢ao significa-
tiva da sorcao ao biochar que teria sido preterido em comparacao com a matéria organica
do solo.

Os mesmos autores também afirmam que a interagio entre a matéria organica do
solo e o biochar, além da deposi¢ao dos microrganismos nos poros do segundo juntamente
com os HPAs tornaria os poluentes mais biodisponiveis, contribuindo para a alteragao da
comunidade microbiana e da degradagao. Ja Galitskaya, Akhmetzyanova e Selivanovskaya
(2016) concluiram que a presenca de biochar aumentou a especificidade da comunidade
bacteriana e garantiu que os microrganismos adicionados pela técnica de bioaumento nao
sofressem efeitos pela repentina inser¢ao no ambiente.

Quanto a biodisponibilidade, Zhen et al. (2019) obtiveram melhores resultados
na degradagao de petréleo ao adicionarem ramnolipidio (biosurfactante) juntamente ao
biochar no solo. Isso ocorre pois essa substancia favorece a dissolugao de hidrocarbonetos
de petréleo, tornando-os mais disponiveis. No entanto, foi possivel notar diminuigao
na quantidade de fungos nos microcosmos com biosurfactante, o que indicaria possivel
toxicidade para esses organismos. Em contrapartida, Brown et al. (2017) concluiram que o

tratamento com ramnolipidio sozinho teve pior resultado dos ensaios realizados. O artigo
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propoe que o surfactante seja téxico para microrganismos, citando seu efeito deletério
especialmente em bactérias gram negativas. E importante, portanto, avaliar como aditivos
no solo, visando incrementar a degradagao microbiana de compostos organicos, interagem
com a comunidade de microrganismos do solo.

Ao realizar testes de bioaumento e bioestimulo em solo argiloso contaminado por
diesel, Chagas-Spinelli et al. (2012) notaram grande decréscimo do pH nos primeiros 17
dias de ensaio, resultando em valores menores que 5. Desta forma, houve reducao também
da populacao bacteriana autoctone. Destaca-se, portanto, a necessidade de controlar essa
variagdo. A capacidade do biochar de dirimir variacdes no pH também é importante para
a manutencao da atividade dos microrganismos. Zhang, Zhang e Zhang (2019) notaram
que a presenca desse aditivo impediu que os acidos formados pelo consumo da matéria
organica contida no solo diminuissem o pH como ocorreu nos tratamentos realizados sem
o biocarvao.

No entanto, Quilliam et al. (2013) salientam que a potencial presenca de HPAs em
biochar recém-pirolisado poderia ser toxica aos microrganismos, dificultando que estes
ocupem os poros do aditivo. Ainda assim, o biochar poderia ser benéfico na disponibili-
dade de carbono labil para os microrganismos presentes no entorno do biocarvao.

Apesar do potencial demonstrado pelo biochar na melhoria das condigoes gerais
do solo como aeracao, retencao de agua e manutencao do pH, isso poderia nao ser o
suficiente para a geragao de um habitat ideal para os microrganismos (HAN et al., 2016).
Segundo Han et al. (2016), os poros do aditivo seriam menores que 1 um, nao formando
um ambiente favordvel a biota microbiana. No entanto, Kong et al. (2018) concluiram
que houve maior degradacao do que sorcao de HPAs em solos com presenca de biochar.
Isso demonstraria que o biochar foi propicio para o desenvolvimento de microrganismos
em seus poros. Esta condicao, portanto, se difere conforme as caracteristicas morfolégicas
dos biocarvoes.

Alguns autores avaliaram a capacidade do biochar de remediar solos contaminados
por compostos organicos em biorreatores de bancada(XIONG et al., 2017; OLESZCZUK;
KOLTOWSKI, 2017; OMONTI et al., 2020; HUNG et al., 2022). A constante agitagio,
fomenta o contato entre contaminantes e os microrganismos presentes no solo, além de
aumentar a aeracao. Esses experimentos permitem avaliar potenciais tratamentos para
uso em campo, em um menor tempo, e costumam refletir o potencial de degradagao do
contaminante no solo (ROBLES-GONZALEZ; FAVA; POGGI-VARALDO, 2008).

A despeito do potencial da biorremediacao, o uso de somente uma tecnologia de

tratamento pode nao ser suficiente para uma remediacao eficiente, economicamente viavel

e sustentavel (CECCHIN et al., 2017).
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2.5 Compostos liberadores de oxigénio

A disponibilidade de oxigénio é considerado um dos aspectos mais importantes
para biorremediacao in situ, ja que os microrganismos aerébios autoctones metabolizam
os hidrocarbonetos de petréleo (KUNUKCU, 2007). Compostos Liberadores de oxigénio
(CLO) atuam justamente reforgando essa biorremediagao, j& que sdo compostos quimicos
que, quando hidratados, liberam oxigénio de forma gradual, aumentando a biodegradagao
de moléculas organicas (KOENIGSBERG; SANDEFUR, 1999).

O Ozygen Releasing compoud (ORC®) originalmente era um composto patenteado
formado por fosfato e peréxido de magnésio (FRAGKOU et al., 2021). Com o passar
do tempo, essa nomenclatura passou a ser aplicada a diversos compostos com capacidade
de liberar oxigénio quando hidratados. Muitos desses materiais sao solidos e sao muitas
vezes utilizados in-situ ou ezx-situ misturados em dgua, formand o uma lama (KOENIGS-
BERG; SANDEFUR, 1999). ORCs manufaturados sao aplicados no campo desde os anos
90 para o tratamento de BTEX em &guas subterraneas (ODENCRANTZ; JOHNSON;
KOENIGSBERG, 1996).

Especificamente no contexto de hidrocarbonetos de petroleo, varios pesquisadores
exploraram o uso de diferentes materiais com o propdsito de mitigar a contaminacao.
Menendez-Vega et al. (2007), por exemplo, alcangaram uma redugao na contaminagao ao
injetar peréxido de hidrogénio continuamente por 8 meses em agua subterranea contami-
nada por diesel, observando concomitantemente um aumento na comunidade microbiana
nos primeiros 3 meses. Ja em um estudo aplicando MgO, por 120 dias em agua subter-
ranea contaminada com gasolina, Kunukcu (2007) identificou uma reducao significativa
entre 95,45% e 99,04% nos compostos BTEX.

O perodxido de célcio (CaO,) é um peréxido do metal comumente utilizado como
um CLO (MCCORMAC; BEAZLEY, 2020). Usualmente, o mecanismo da formagao do
oxigénio é atribuido a um mecanismo de reagao de duas fases, com a formacao prévia de
H50, como apresentado nas Equagoes 1 e 2. No entanto, outros autores destacam que
existe a possibilidade de geragao sem a necessaria formacao de HyO,, por um mecanismo
paralelo, como apresentado nas Equagoes 3 e 4 (LU; ZHANG; XUE, 2017).

CaOQ(S) —+ QHQO(I) - HQOQ(aq) -+ Ca(OH)Q(aq) (1)

HQOg(aq) + HgOQ(aq) - Og(g) + QHQO(D (2)
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1
CaOs) + H200) = 5 Oa() + Ca(OH)s(aq) (3)

1
Ca02 - 5 02 + CaO (4)

O processo de liberacao de HyO4 a partir do perdxido de calcio ocorre em uma faixa
de pH que varia de 3 a 11. Além da liberagado de oxigénio molecular, o H,O, se converte
em espécies reativas de oxigénio como o radical hidroxila (HOe) e o superdxido (Oye),
estes com capacidade de contribuir na degradac¢ao de compostos recalcitrantes (HUNG et
al., 2022).

O peroéxido de célcio, um dos mais estaveis perdxidos inorganicos, ¢ amplamente
aplicado para o tratamento de efluentes, compostos orgénicos volateis, inibicao de cia-
nobactérias e para remediagao de solo e dguas superficiais (LU; ZHANG; XUE, 2017).
Huang et al. (2015) adotaram CLO composto por CaQ,, bentonita, cimento Portland,
areia e dgua para a remocao de NH," em ensaios de coluna. A presenca do CLO aumen-
tou a degradagao microbiana do ion amoénio ao promover sua nitrificacdo, demonstrando
o potencial desses materiais na liberacdo de oxigénio em meio aquoso.

Ensaios em biorreatores de bancada foram realizados para avaliar a eficiéncia de
degradacao de BTEX em &gua subterranea por 3 diferentes compostos com CaOy em
sua composicao durante dois meses (MASTORGIO et al., 2019). Os autores observaram
maior degradacao em todos os os tratamentos com o aditivo, quando comparados com o
controle.

Dado o crescente interesse na capacidade do biochar de incrementar a biodegra-
dacao de compostos organicos, pesquisadores vém buscando atrelar as potencialidades
de CLOs e biochar. Li et al. (2019) testaram uma barreira reativa fabricada em pallets
contendo, entre outras substancias, biochar e perdxido de célcio e obtiveram remocao de
quase 100% de fenantreno da dgua apds 450 dias.

Shen et al. (2023) modificiaram biochar produzido a partir de biomassa de bambu
com a adicao de CaO, em sua composicao e avaliaram a capacidade desse composto em
degradar diesel em agua. Os autores obtiveram resultados positivos, tanto na degradagao
dos hidrocarbonetos, como no incremento da comunidade microbiana, quando comparado
com o controle.

Utilizando conjuntamente biochar formado a partir da biomassa de jacinto-de-agua
(Eichhornia crassipes) e peréxido de calcio, Hung et al. (2022) avaliaram a degradagao
de 4-n-Nonilfenol em sedimento atingindo 71% de eficiéncia apds 12h, demonstrando o

potencial desse tratamento na remocao de compostos organicos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta e caracterizagao do solo

O solo superficial (0-20 cm) foi coletado na bacia de contengao de um tanque de
armazenamento de hidrocarbonetos pertencentes a uma empresa atacadista de derivados
de petroleo no estado do Rio de Janeiro. O solo, que provém de jazida de uma area de
mineragao, ¢ colocado sobre o local e assentado com auxilio do préprio trator. Em caso
de contaminacao, o solo é removido do local e levado para co-processamento.

No caso da bacia onde houve a coleta, o solo havia sido recentemente posicionado,
nao havendo histoérico de contaminacao no local. Foram coletados aproximadamente 100
kg de solo iimido utilizando ferramentas como pas, enxadas e picaretas.

A amostra foi transportada até o Laboratério de Mecanica dos Solos (LMS) da
UERJ, localizado no bairro de Sao Cristovao, RJ. Em seguida, o solo foi seco ao ar,
destorroado e peneirado por peneira #10 (2 mm). As amostras foram armazenadas em
temperatura ambiente em sacolas plasticas. No mesmo laboratério, foi realizada a ca-
racterizagao geotécnica do solo através de ensaios de Limite de plasticidade (NBR 7180),
Limite de liquidez (NBR 6459) e Andlise granulométrica (NBR 7181) (ABNT, 2016b;
ABNT, 2016a; ABNT, 2016d). Ademais, foi feito o ensaio de compactagdo (NBR 7182)
(ABNT, 2016¢). Na Figura 1 estdo apresentadas imagens tanto da coleta, quanto do

procedimento para a secagem do solo.



Figura 1 — Coleta e manejo da amostra de solo de bacia de

contencao de tanque de armazenamento de

hidrocarbonetos de petréleo.

Legenda: (a) Procedimento de coleta do solo. (b)
Profundidade maxima coletada em torno 20 cm.
(¢) Procedimento de secagem do solo.

Fonte: O autor
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Uma aliquota do solo coletado, em torno de 5 kg, foi transportada para o Labora-

tério de Engenharia Sanitaria (LES). Foi preparada suspensao de solo em dgua destilada

em propor¢ao 1:2 solo:dgua (m/m) por 24h. Em seguida, o conjunto foi centrifugado por

15 minutos a 2500 rpm e o sobrenadante analisado para pH, condutividade, cloreto e

nitrogénio amoniacal, seguindo metodologias do Standard Methods (RICE et al., 2012).

Os métodos e os equipamentos utilizados estao apresentados no Quadro 1.

Quadro 1 — Parametros fisico-quimicos da suspensao de solo limpo.

(COT)

Parametro Método Equipamento

pH 4500 - H+ B Eletrodo Quimis/QH004

Condutividade elétrica 2510 B Eletrodo MS Tecno-
por/mCA

Cloreto 4500-Cl- B Titulacao

Nitrogénio amoniacal 4500-NH3 D Eletrodo seletivo Orion 290
A

Carbono Organico Total | 5310 B Shimadzu SSM-5000A Solid

Sample Combustion Unit

Fonte: Rice et al. (2012)

Além disso, foi realizada determinagao de matéria organica, seguindo metodologia

de Teixeira et al. (2017). Posteriormente, o solo foi enviado para o Centro de Estudos e

Analises Agropecudrias e Ambientais (CEAgro), da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro (UFRRJ) para andlise de fertilidade (TEIXEIRA et al., 2017) e de metais

(USEPA, 1996a).0s métodos e os parametros analisados estao apresentados nos Quadros

2ed.

Quadro 2 — Parametros e métodos para analise de fertilidade do solo.

Parametro Método

Fosforo total Mebhlich-1

Potassio Mehlich-1

Sodio Mehlich-1

Célcio KCI mol LL

Magnésio KCI mol L

Capaciade de Troca Cationca (CTC) | Soma bases trocaveis + (H + Al)
Nitrogénio Saturacao Na
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Quadro 3 — Parametros e
metodos para
analise de

metais no solo.

Parametro | Método

Aluminio USEPA 3050
Cadmio USEPA 3050
Zinco USEPA 3050
Chubo USEPA 3050
Cobre USEPA 3050
Ferro USEPA 3050
Manganés | USEPA 3050
Niquel USEPA 3050
Cobalto USEPA 3050
Cromo USEPA 3050

No Laboratoério de Engenharia Sanitaria, o solo também passou por andlise de Es-
pectrometria no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR). Utilizou-se o equi-
pamento Shimadzu IRTracer-100 com o acessoério para obtencao de espectros por Reflexao
Total Atenuada (ATR). Foram realizados 45 scans na faixa de 400 a 4000 cm™ com uma

resolucao de 4 cm™.

3.2 Perdxido de céalcio

O peréxido de célcio 75% foi adquirido na companhia Sigma-Aldrich®. O pé de
cor branco amarelado com particulas de 0,074 mm é de nimero CAS 78403-22-2. Esse
material também foi analisado por FTIR de maneira correlata ao que fora feito com o

solo.

3.3 Produgao e caracterizacao do biochar

O biochar foi derivado de biomassa de eucalipto (Fucalyptus sp.) e produzido em
uma unidade destinada a fabricacao de carvao para a industria sidertrgica, localizada
no municipio de Bom Despacho, MG. O processo de producao do biocarvao envolveu a
pirdlise da biomassa em um forno do tipo "rabo quente", uma tecnologia tradicionalmente
utilizada no Brasil. Esses fornos sao de facil construcao e operagao, representando uma

evolugao em relacao aos fornos de trincheira historicamente empregados, mantendo a
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simplicidade operacional e sendo economicamente acessiveis (IBAMA, 1999). O tempo
de residéncia durante a pirdlise foi de 70 a 80 horas, com temperatura mantida em torno
de 450 °C.

Uma aliquota do biochar foi enviado a Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz (ESALQ) da Universidade de Sao Paulo (USP) para analise de nutrientes.

Para avaliar a possivel presenca de metais no biochar produzido, realizou-se uma
andlise por meio de espectrometro de fluorescéncia de raios X portatil (pXRF), conforme
detalhado na pesquisa conduzida por Pereira et al. (2021). De forma concisa, amostras
do carvao foram trituradas utilizando almofariz de dgata e analisadas no "Modo solo"por
180 segundos, em triplicata. Os elementos alvo da andlise compreendiam arsénio (As),
chumbo (Pb), cddmio (Cd), niquel (Ni), ferro (Fe), zinco (Zn), cobre (Cu), manganés
(Mn), antiménio (Sb), prata (Ag), bario (Ba) e cromo (Cr).

As concentracoes aferidas de metais no biochar estao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Metais no biochar

Parametro Concentragao
As (mg kg!) | nd

Pb (mg kg!) |3

Cd (mg kgt) | 12

Hg (mg kg!) | nd

Ni (mg keg') | nd

Fe (mg kg') | 246

Zn (mg kgt) |2

)
Cu (mg kg') | nd
Mn (mg kg!) | 412
Sb (mg kg!) | nd

Ag (mg kg!) | 46
Ba (mg kg!') | 23
Cr (mg kg') | nd

Legenda: nd: nao detectado
Fonte: Pereira et al. (2021)

A concentragao de prata (Ag) no biochar excede os limites estabelecidos para a
prevengio agricola pela Resolugao Conama 420 de 2009, fixados em 25 mg kg (CO-
NAMA, 2009). No caso do cddmio (Cd), os valores ultrapassam os limites recomendados
para uso agricola e residencial, estabelecidos respectivamente em 3 e 8 mg kgl

Ao comparar com os valores de referéncia sugeridos pela IBI (2016), observa-se que
o biochar nao ultrapassa nenhum dos parametros. Entretanto, ao seguir as orientagoes da
EBC (2012), a presenca de Cd no biochar excede o recomendado, que é de 0,8 mg kg!.

Esses metais tém como principal fonte a biomassa utilizada na produgao do biochar,
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podendo ser concentrados durante o processo de fabricacdo (EBC, 2012). Espécies de
eucalipto ja& demonstraram a capacidade de acumular Cd em suas raizes e partes aéreas
que estavam presentes anteriormente no solo (SOARES et al., 2005). Esta poderia ser
a origem desse metal no biochar, mas estudos mais aprofundados sdo necessarios para
confirmar esses resultados, abrangendo tanto a metodologia de detec¢ao quanto as causas
subjacentes a esses achados.

O biochar foi submetido a um processo de trituracao utilizando almofariz e pistilo
de vidro, seguido de andlise por Espectrometria no Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR). A metodologia empregada foi correlata aquela realizada para o solo,

incluindo o uso do acessério ATR.

3.4 Ensaio de biodegradacao

O ensaio de biodegradacao e as subsequentes analises ecotoxicolégicas estao resu-

midos no esquema apresentado na Figura 2.

Figura 2 — Fluxograma com resumo das etapas realizadas para o ensaio de biodegradacgao de
hidrocarbonetos em solo contaminado por diesel

_ o ., Artemia sp.
Ensaios ecotoxicolégicos

/ — Vibrio fischeri

BDD
Ensaio de biodegradacao -~ Anélises microbioldgicas -

7 T

Solo, BC, Pe, BP Anélises fisico-quimicas

\ ., Lactuca sativa

Ensaio ecotoxicoldgico

™ BHT

Vibrio fischeri

Legenda: BC: Solo + 5% biochar; Pe: Solo + 1% CaO,; BP: Solo + 5% biochar + 1% CaOy;
BHT: Bactérias heterotroficas totais; BDD: Bactérias degradadoras de diesel

3.4.1 Preparo dos biorreatores de bancada

O solo foi contaminado artificialmente por diesel S10 obtido na mesma empresa
atacadista onde foi coletado o solo. A propor¢ao de diesel utilizada foi de 20.000 mg/kg.
Buscou-se realizar uma contaminacao que nao afetasse de maneira decisiva a atividade

microbiana do solo, impossibilitando, assim, avaliar o potencial do tratamento proposto.
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Zhen et al. (2019), por exemplo, analisaram que concentracao de 50.000 mg/kg de hidro-
carbonetos de petréleo afeta a atividade enzimatica dos microrganismos do solo.

O solo foi revolvido vigorosamente durante 5 minutos em receptaculo de aluminio
e mantido em repouso durante 30 dias no escuro e em temperatura ambiente para que o
sistema se estabelecesse e o contato entre o diesel e o solo fosse homogéneo (ALMEIDA,
2011). Na Figura 3, estd apresentado o receptéculo onde o solo foi mantido. O frasco foi

envolvido em saco plastico para evitar a perda de volateis.

Figura 3 — Condig¢oes em que o solo foi

mantido pés contaminagao.
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A escolha da metodologia por meio de biorreatores foi motivada pela interacao
continua entre a dgua e o solo, o que intensifica a degradacao dos compostos organicos.
Essa abordagem permite a obtencao de resultados de maneira mais rapida e tem sido
empregada para avaliar tratamentos destinados a implementacao posterior em campo
(MASTORGIO et al., 2019; EZIUZOR; OKPOKWASILI, 2013; MADDELA et al., 2016).

Aliquotas de 50g do solo contaminado foram adicionados nos Erlenmeyers pre-
viamente descontaminados com diclorometano e acetona e esterilizados por autoclave a
temperatura de 120 °C por 15 minutos. Em seguida, foram adicionados os aditivos se-
guindo a propor¢ao de 5% (m/m) (OLESZCZUK; KOLTOWSKI, 2017) para o biochar
e 1% (m/m) para o peréxido de célcio. Os procedimentos experimentais incorporaram
a introdugao de biochar (BC), peréxido de calcio (CaO,) isoladamente, e a combinagao
de ambos (BP) no solo, seguindo as proporgoes mencionadas. Adicionalmente, foram
elaborados dois conjuntos de controle: um apenas com a adi¢ao do solo contaminado (C)
e outro com solo previamente autoclavado por 15 minutos a 120 °C, designado como con-
trole abidtico (CA). Foram adicionados sulfato de aménio ((NHy)2S0,) e fosfato de s6dio
dibésico anidro (Na,HPO,) para obter propor¢ao C:N:P em 100:10:1.

Entao foi adicionada solugdo normal de NaCl 0,85% (m/m) em proporcao 1:4
massa do solo:solu¢ao (EZIUZOR; OKPOKWASILI, 2013; SAEZ et al., 2014; SABATE:;
VINAS; SOLANAS, 2004). Buscou-se obter a menor proporgao possivel, com o objetivo
de obter massa de solo suficiente, mas mantendo a trabalhabilidade do solo. A utilizacao
de solucao de NaCl foi realizada com o intuito de preservar as comunidades microbianas
presentes no solo. A possivel utilizacdo de agua destilada, por exemplo, causaria um
disturbio osmético nos microrganismos.

Os erlenmeyers foram selados utilizando 2 camadas de papel aluminio seguida por
outra de plastico filme. Os reatores de bancada foram mantidos em temperatura ambiente
e no escuro por 30 dias. A temperatura foi aferida e anotada diariamente nos dias em
que o laboratério de engenharia sanitaria, onde as andlises foram realizadas, se encontrava
acessivel, resultando em 17 medi¢des com temperatura média de 26, 8+1,96 °C. O sistema
foi mantido a 100 rpm em mesa agitadora. A mesa agitadora foi mantida em uma caixa
de papelao, mantendo o sistema sem a incidéncia de luz. 150g de solo contaminado foram
armazenados a -4 °C para posterior analise de HTPs. Na Figura 4, é possivel observar o

sistema de biorreatores de bancada montado.
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Figura 4 — Reatores de bancada.

Apds 24h em agitagao, 20 mL do contetido dos erlenmeyer foi removido para prove-
tas de vidro. Como o biochar flotava nos biorreatores, ao verter o conteido em provetas,
alguma fracdo do material poderia ser recolhida, alterando os tratamentos. Por conta
disso, os tratamentos envolvendo o biochar (BC e BP) a remocao do sobrenadante foi
realizada com pipetas volumétricas de vidro previamente descontaminadas. Esse procedi-
mento foi repetido 14 e 28 dias ap6s o inicio do ensaio. Durante a remogao do sobrenadante
apos 1 dia do inicio de ensaio, um erro operacional impediu que houvesse a coleta em uma
réplica do controle e uma do controle abidtico, sendo as analises entao realizadas somente
para trés dos reatores nos controles.

Em seguida, o material foi filtrado em membrana de fibra de vidro de 0,7 ym e
o liquido foi analisado quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas. O solo foi, entéao,
deixado assentar por 1h. Uma aliquota de 1 mL do sobrenadante foi removido para analise
de bactérias heterotroficas e 1 mL foi removido para analise de bactérias degradadoras de
diesel.

No final do tempo de ensaio, amostras de solo de cada erlenmeyer foram trans-
feridas para uma embalagem de aluminio e mantido em estufa a 40 °C para secagem
(OLESZCZUK; KOLTOWSKI, 2017; SOUZA, 2007), totalizando 72 horas. Em seguida,
parte das amostras foi mantida em refrigeracao para posteriores andlises de ecotoxicidade
e outra parte das amostras foi transportada para analise de hidrocarbonetos totais de
petréleo (HTPs) no Centro de Pesquisas, Desenvolvimento e Inovagao Leopoldo Américo
Miguez de Mello (CENPES) da Petrobras.
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3.4.2 Analises fisico-quimicas

3.4.2.1 pH

As analises de pH foram realizadas utilizando eletrodo conforme a metodologia
4500 — H+ B do Standard Methods (RICE et al., 2012). Foi utilizado o pHmetro Qui-
mis/QH004.

3.4.2.2 Condutividade

A anélise de condutividade elétrica seguiu metodologia 2510 B do Standard Methods,
método utilizando eletrodo (RICE et al., 2012). O equipamento utilizado foi o eletro MS

Tecnopor/mCA com os sobrenadantes dos reatores.

3.4.2.3 Salinidade

A salinidade foi determinada por refratémetro portatil de alta resolugao para sali-
nidade RTS-101ATC.

3.4.2.4 Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

Foi realizada diluicao em 1:4 para todas as amostras, ja que a alta concentragao de
cloreto proveniente do NaCl adicionado as amostras forma precipitados, impossibilitando
a leitura de maneira fidedigna. Foi seguida metodologia detalhada no Standard methods
(5220 D) (RICE et al., 2012).

3.4.2.5 Dureza

A metodologia empregada seguiu o preconizado pelo Standard Methods, metodo-
logia 2340 C, método de titulacao (RICE et al., 2012). Foi necessaria dilui¢ao de todas as
amostras, por haver pouca disponibilidade de volume para realizar os ensaios. Os volumes

utilizados variaram entre 5 e 10 mL de acordo com o volume de amostra disponivel.
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3.4.3 Determinacao de hidrocarbonetos de petréleo no solo

A extracao das amostras de solo seguiu a metodologia descrita no procedimento
USEPA 3540C, utilizando a técnica de Soxhlet (USEPA, 1996d). As amostras foram pre-
viamente destorroadas e homogeneizadas. Uma quantidade de 10 g de solo foi combinada
com 15 g de terra diatomacea, e p-terfenil-d14 foi adicionado como "surrogate'. Essa
mistura foi, entao, submetida a extragao no sistema Soxhlet, utilizando o solvente diclo-
rometano por aproximadamente 18 horas. O extrato resultante passou por um processo
de purificagdo por cromatografia em coluna.

Para a quantificacdo de hidrocarbonetos totais de petroleo, foi feito "cleanup'do
extrato em coluna cromatografica segundo as metodologias 3630c e 3611b da USEPA
(USEPA, 1996¢; USEPA, 1996b). Nessa coluna foram acrescentados 5% de silica gel e 1%
de alumina desativada. A eluigao foi realizada com 10 mL de n-hexano para obtengao da
fracao 1, extrato utilizado para determinac¢do de hidrocarbonetos alifaticos. A eluicao da
fracao 2, utilizada para determinacao de HPAs, foi realizada com uma mistura em razao
1:1 (v/v) de diclorometano e n-hexano.

Para a quantificacdo dos hidrocarbonetos totais de petréleo, foram utilizados as
duas fragdes obtidas anteriormente. A determinacdo seguiu a metodologia 8015C da
USEPA (USEPA, 2007). A anélise foi realizada por um cromatégrafo gasoso, acoplado a
um detector de ionizacao de chamas modelo CG Agilent Technologies 8890A. A tempera-
tura do injetor foi de 300 °C, o gas de arraste empregado foi o hélio e o volume de injecao
foi de 2 uL.-

Para o céalculo de remocao de HTPs foi usada a Equacao 5 .

Co — C}

Remocao de HT'Ps =
Co

x 100% (5)

Onde:

Cy = Concentracdo inicial em mg kg™

C; = concentracao em determinado tempo em mg kg

A biodegradacao de hidrocarbonetos por bactérias com biochar ja foi descrita an-
teriormente como um modelo de cinética de primeira ordem (SAEED et al., 2023). Nesse
contexto, a constante de degradacao dos hidrocarbonetos foi calculada com base nesse

comportamento, empregando a Equagao 6.

In Cy/C, = kt (6)

Onde:
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t = Tempo em dias

k = Constante de degradacao de primeira ordem

3.4.4 Anélises microbiolégicas

Foram realizadas duas analises de bactérias durante a execucao do ensaio de bi-
orremediagdo: bactérias heterotréficas totais (BHT) e bactérias degradadoras de diesel

(BDD). No total, foram preparadas 270 placas para a quantificacio de microrganismos.

3.4.4.1 Bactérias heterotroficas totais

A quantificacdo de BHT foi realizada para os tratamentos de BP e para o controle
(C). O procedimento seguiu o método de espalhamento em superficie.

A mesa agitadora contendo os biorreatores foi pausada, deixando o solo decantar
por 1h. 1 mL do sobrenadante foi recolhido no interior do fluxo laminar com pipetas de
vidro previamente descontaminadas. Foram escolhidos aleatoriamente dois erlenmeyers
das quadruplicatas existentes. Essas aliquotas entao foram diluidas em série em solucao
de 0,85% de NaCl de 10! a 10™. Este procedimento, assim como o seguinte espalhamento
nas placas, foi realizado em fluxo laminar. Somente as dilui¢des de 102, 103 e 10 foram
plaqueadas.

O meio agar triptona de soja (trypticase soy agar) conhecido como meio TSA foi es-
colhido para esta andlise de BHT (BRASIL et al., 2006; JAROSLAWIECKA; PIOTROWSKA-
SEGET, 2022). O meio TSA pode ser usado como meio de cultura para cultivo de bacté-
rias e fungos fastidiosos e nao fastidiosos, sendo possivel a inocula¢ao de microrganismos
aer6bios e anerébios (Merck Milipore, 2018).

O meio foi preparado de acordo com recomendagoes do fabricante (40 g/L) e man-
tido em agitacdo e aquecimento até dissolucao do material. A solucao foi entdao auto-
clavada por 15 minutos a 120 °C. O meio foi mantido na autoclave para manutencao de
temperatura e seu posterior uso.

O meio liquefeito foi vertido nas placas de Petri descartaveis estéreis (90x10mm)
no interior do fluxo laminar. Apds o enrijecimento do meio, uma aliquota de 100 uL de
cada diluicao foi posicionada na superficie do meio e espalhada de maneira uniforme com
auxilio de uma alca de Drigalski de vidro lambada a chama antes e apds o uso.

As placas foram entao mantidas a 30 °C em incubadora por 5 dias até a contagem
de colonias e os resultados expressos em unidades formadoras de colonia (UFC) por grama
de solo seco (UFC/g solo) (SAEED et al., 2023). As colénias foram contadas nas dilui¢oes

em que o numero de colonias variou entre 20 e 200. Se o valor encontrado fosse abaixo
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dessa faixa, a contagem foi realizada e o valor foi apresentado como uma estimativa
(ASTM, 1998).

Esta quantificacao foi realizada 1, 7, 14, 21 e 28 dias apds o inicio do ensaio.
Observando as quantificacoes realizadas nos dias anteriores, o mesmo procedimento foi
empregado para somente uma réplica do biorreator com biochar no dia 28 de ensaio. Na

Figura 5 esta apresentado o resumo esquematico do ensaio realizado.

Figura 5 — Esquema do processo de quantificagdo de bactérias
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3.4.4.2 Bactérias degradadoras de diesel

Este ensaio foi realizado de maneira correlata ao de bactérias heterotroficas totais.
Desta vez, foi realizado para todos os tratamentos propostos, ou seja, controle (C), controle
abiético (CA), biochar (BC), peréxido (Pe), e biochar + peréxido (BP). Foi utilizada
metodologia do espalhamento em superficie do meio com amostras do sobrenadante dos
biorreatores.

Foi empregado meio mineral minimo (MM) como meio de cultura, com a adi¢ao
de diesel como fonte de carbono para promover o crescimento das bactérias degrada-
doras de diesel (BDD). A composi¢do do MM foi a seguinte: 1 g de K;HPOy; 0,6 g
de Na,HPO, - TH50; 0,2 g de MgSO, - HyO; 0,2 g de KCI; 1 g de NaNOs; em 1000
ml de dgua destilada, suplementada com 1% de solu¢ao de elementos-traco (12,5 mg de
H3BOs3; 50 mg de CaSO, - HyO; 25 mg de CoCl, - HyO; 50 mg de CuSO, - 7TH,0; 5
mg de MnCl, - 4H,0; 25 mg de NaMoO, - 2H,0; 5 mg de NiCl, - 6 HyO; 7.5 mg de
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ZnS0y, - TH,0; 750 mg de Fe(NHy)5(SOy), - 6 HoO; em 250 ml de dgua destilada) e 20
g/L de agar (PARK; CRAGGS, 2010).

O meio foi autoclavado a 120 °C por 15 minutos. Em seguida, de maneira assép-
tica, o diesel previamente filtrado em membrana de 0,22 ug foi adicionado ao meio na
proporgao de 0,1% (v/v), em um fluxo laminar (AGAMUTHU; TAN; FAUZIAH, 2013).
Esse procedimento visou garantir que o diesel estivesse livre de microrganismos antes do
espalhamento das amostras. O meio foi agitado vigorosamente antes de ser transferido
para as placas de Petri.

Aleatoriamente, foram selecionadas duas das quadruplicatas dos biorreatores para
cada tratamento, e uma aliquota de 1 mL do sobrenadante foi colhida. Desse volume,
aliquotas de 100 uL foram entao uniformemente espalhadas sobre o meio apds seu endu-
recimento, com o auxilio de uma al¢a de Drigalski.

As placas foram armazenadas em estufas a 30 °C por 14 dias, e em seguida, foram
contadas as unidades formadoras de colénias (UFC) por grama de solo (UFC/g solo).
Quando o nimero de colénias ultrapassou o estipulado (20-200), a contagem foi estimada
tragando quadrados de 4 cm? na placa, contando em um deles e multiplicando por 16.
Em tais casos, o nimero foi considerado como estimado. Esse procedimento foi repetido
1, 14 e 28 dias apds o inicio do ensaio de biorremediacdo. Um resumo do ensaio esta

apresentado na Figura 6.

Figura 6 — Esquema do processo de quantificagdo de bactérias
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3.5 Ensaios ecotoxicolégicos

3.5.1 Lactuca sativa

Os testes de germinacao tiveram o intuito de aferir se o tratamento proposto com
biochar e peroxido de calcio apresentaria efeitos negativos aos vegetais. Foi escolhido
manter o solo original como branco ja que ele nao possuia histérico de contaminacao. Fo-
ram utilizadas sementes de alface (Lactuca sativa), organismo recomendado para avaliagao
ecotoxicolbgica de substancias em solo (USEPA, 2012).

Os ensaios de germinagao foram conduzidos conforme a metodologia proposta por
Rabelo et al. (2018). Foram separadas aliquotas de 150g de solo para cada tratamento,
que incluiam um branco (B), composto unicamente do solo limpo coletado na bacia de
contengao, 5% m/m de biochar (BC), 1% m/m de peréxido de calcio (PE), e uma mis-
tura de perdxido e biochar nas propor¢oes mencionadas (BP). O solo foi vigorosamente
misturado aos aditivos por 5 minutos para garantir homogeneizacao.

Posteriormente, o solo foi umedecido com dgua destilada até atingir 40% da umi-
dade tedrica e foi homogeneizado para garantir umidade constante em todas as réplicas.
As amostras foram mantidas em repouso por 24h em frasco vedado e escuro. Com o intuito
de certificar a umidade real do solo, foram coletadas aliquotas do material e submetidas
a metodologia de determinacao de umidade descrita em Teixeira et al. (2017).

Massa seca de 30g do solo foi adicionada a placas de Petri de plastico estéreis, com
aproximadamente 15 cm de didmetro. Em cada placa, um papel de filtro foi colocado sobre
o solo, de maneira que o mesmo ficasse imido, e 10 sementes de alface foram dispostas
sobre ele com o auxilio de pingas de aluminio. Totalizaram, entao, 40 sementes para cada
tratamento. As sementes aplicadas no ensaio foram da empresa ISLA do mesmo lote,
sendo selecionadas visualmente as que eram do mesmo tamanho e cor, rinsadas com agua
destilada e secas ao ar sobre papel de filtro.

Todos os procedimentos foram realizados em quadruplicata, e as placas foram
mantidas a uma temperatura constante de 23°C por 132 horas, sem exposicao a luz. As
contagens das sementes germinadas foram realizadas em 48, 96 e 132 horas apés o inicio
do ensaio. Ao final das 132 horas, foram medidas as raizes e as partes aéreas das sementes
germinadas com a utilizagdo de um paquimetro digital Digimess.

Em posse dos resultados, foram definidos os seguintes indicadores: germinacao das
sementes (GS), germinagao relativa das sementes (GRS), crescimento radicular relativo
(CRR) e indice de germinagao (IG) (LUO et al., 2018; MARMIROLI et al., 2022). Esses
indicadores estao expressos nas Equagoes 7, 8, 9, 10, respectivamente. Adicionalmente, o

Indice Parte Aérea/Raiz (IPAR), proposto por Marmiroli et al. (2022), foi calculado pela
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Equagao 11.

GS = & x 100% (7)
Gy
Onde:

G = Nuamero de sementes germinadas

Gy = Numero total de sementes plantadas

GSG
GSC

GRS = %% % 100% (8)

Onde:

(5o = Nimero de sementes germinadas (amostra)

Gs. = Nimero de sementes germinadas (controle)

LT’CL
CRR = " x 100% (9)

Onde:

L., = Comprimento total das raizes em mm (amostra)

L,. = Comprimento total das raizes em mm/(controle)

Gsa X LTIZ
IG=——-—-x1 1
G G < L. x 100% (10)
me
IPAR = 7 x 100% (11)
Onde:

L, = Comprimento médio do caule em mm

L., = Comprimento médio da raiz em mm

3.5.2  Vibrio fischeri

O ensaio de Vibrio fischeri Microtox® seguiu as diretrizes estabelecidas pela norma
ABNT NBR 15411-3 para a bactéria liofilizada (ABNT, 2021a). Vibrio fischeri, uma bac-

téria gram-negativa, flagelada e nao patogénica, é conhecida por prosperar em ambientes
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marinhos subtropicais e temperados (ABBAS et al., 2018). Devido a essa caracteristica,
seu crescimento 6timo ocorre em temperaturas entre 24 e 28 °C, associadas a ambientes
salinos (CHRISTENSEN; VISICK, 2020). A luminescéncia exibida por este organismo é
diretamente proporcional & sua atividade metabdlica, vinculada a respiracao e a cadeia
transportadora de elétrons, proporcionando uma maneira de analisar a toxicidade sub
letal de xenobidticos para essas bactérias (PARVEZ; VENKATARAMAN; MUKHERJI,
2006; ABBAS et al., 2018). Desta forma, através deste mecanismo, é possivel observar
possivel toxicidade sub-letal as bactérias.

O ensaio foi conduzido para os aditivos dos tratamentos propostos (CaO, e bio-
char), assim como para suas respectivas misturas com o solo antes da contaminagao, e
para o solo ap6s o ensaio de biodegradacao (C, CA, BC, Pe, BP).

O ensaio foi conduzido utilizando solo previamente seco em estufa a 40 °C por 72
horas, até que sua massa se mantivesse constante. Foram preparados elutriatos do solo
contaminado antes e apds o ensaio de biorremediagdo, em uma proporcao de 1:4 por 24
horas com solu¢ao de NaCl 2% (ABNT, 2021b). Em seguida, o conjunto foi centrifugado
a 2500 rpm por 15 minutos, e as andlises foram realizadas com o sobrenadante.

Foi utilizado o equipamento M500 analyzer. As amostras foram testadas em dupli-
catas para cada amostra, ou diluicao. A luminescéncia foi medida apds 5, 15 e 30 minutos
de contato entre amostras e bactérias.

O célculo de inibicado de luminescéncia foi feito através das Equacoes 12 e 13
(MIRJANI; SOLEIMANTI; SALARI, 2021).

IC
KF=— 12
1C, (12)
Onde:
K F = Fator de correcao
1C; = Luminescéncia no controle em determinado tempo
1Cy = Luminescéncia inicial do controle
IT,
Inibicao (%) = 100 — m x 100 (13)

Onde:

I'T; = Luminescéncia da amostra em determinado tempo

I'Ty = Luminescéncia inicial da amostra

Para o calculo do CE50 foi utilizado o pacote "ecotoxicology'do software Rstudio

(GAMA, 2014; R Core Team, 2023).
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3.5.3 Artemia sp.

O procedimento adotado seguiu as recomendagoes estipuladas pela ABNT NBR
16530, que regula ensaios de ecotoxicidade aguda com Artemia sp. (ABNT, 2021c). A
Artemia sp. é um microcrustaceo planctonico do filo Arthropoda e classe Brachiopoda.
Este ensaio consiste na exposicdo de nauplios de Artemia na fase Il ou III a concentra-
¢oes crescentes de uma substancia, ou amostra ambiental especifica para determinacao
qualitativa ou quantitativa de efeito téxico.

As amostras obtidas para o solo pés-tratamento foram recolhidas apds secagem e
coletadas aliquotas iguais de cada reator e homogeneizadas. Essas amostras compostas
foram utilizadas para a producao do elutriato (ABNT, 2021b).

As amostras de solo, tanto antes quanto apds o tratamento, foram mantidas por
24 horas em agitacao em erlenmeyers de 250 mL a 120 rpm com &gua reconstituida na
propor¢ao de 1:4 massa:massa, visando a producao do elutriato do solo (ABNT, 2021b;
ABNT, 2021c). Posteriormente, o conjunto solo + agua de cultivo foi transferido para
tubos falcon de plastico e centrifugado a 2500 rpm. O sobrenadante resultante foi removido
e utilizado para os ensaios, sendo os elutriatos armazenados em geladeira e utilizados em
menos de 24 horas.

A 4gua salina artificial, foram adicionados 0,30 g/L de cistos de Artemia sp., con-
tidos em um frasco de eclosao, empregando um funil de separagdo como recipiente. Este
frasco foi incubado a 23 °C no escuro por 24 horas. Ao término desse periodo, uma fonte
de luz foi incidida para atrair os nauplios na fase I para o fundo do funil de separacao. A
valvula foi aberta e as artémias posicionadas em béquers. Os organismos foram mantidos
em um béquer na mesma temperatura e no escuro. O ensaio foi realizado 24 horas apds
esse procedimento, utilizando os nauplios na fase II.

Os ensaios foram conduzidos em béqueres de 25 mL, utilizando 10 mL de amostra
e 10 organismos por béquer em quadruplicata para cada amostra. Os frascos foram
mantidos a 23 °C sem fotoperiodo por 48 horas em uma incubadora. Foram realizadas
duas medigoes de imobilidade dos organismos, uma apds 24h e outra apds 48h do inicio
do ensaio. Foi realizado teste qualitativo, sem dilui¢oes do elutriato. Foi feito entdo o
célculo da porcentagem de mortalidade como expresso na Equacao 14 (MANFRA et al.,
2012).

M
Mortalidade = Wt x 100% (14)

Onde:

M; = Numero de organismos mortos

N = Numero de organismos expostos
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3.6 Andalises estatisticas

Os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para testar a normalidade
dos residuos e ao teste de Bartlett para testar a homogeneidade das varidncias. Quando as
premissas de normalidade eram cumpridas, foi realizada analise de variancia (ANOVA) e
teste de post-hoc de Tukey para identificar diferencas estatisticamente significativas entre
grupos (p <0,05). Quando as premissas ndo eram cumpridas, foi realizado o teste de
Kruskal-Wallis e o teste de Wilcoxon.

Foi realizada a andalise de componentes principais (PCA) para agrupar e classifi-
car os tratamentos em funcao dos parametros fisico-quimicos, efeitos ecotoxicologicos e
remocao de HTPs no ultimo dia do ensaio, e para agrupar os tratamentos em funcao
dos parametros fisico-quimicos ao longo de todo o ensaio. Previamente os dados foram
normalizados, subtraindo-os da média e dividindo pelo desvio-padrao. A fim de verificar
a correlagdo entre variaveis, foi realizada a correlacdo de Kendall entre os parametros
fisico-quimicos, respostas ecotoxicolégicos, e remocao de HTPs.

Todas as analises foram realizadas no programa R v. 4.3.2 pela interface do RStudio
(R Core Team, 2023).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao do solo

Os indices geotécnicos do solo estao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Parametros geotécnicos do solo

Parametro Resultado
Areia (%) 52

Silte (%) 22

Argila (%) 26
Densidade real dos graos (g cm™) | 2,67
Limite de Liquidez (%) 42,7
Limite de Plasticidade (%) 28

Indice de Plasticidade (%) 14,7
Densidade seca maxima (g cm™) | 1,68
Umidade 6tima (%) 18

O solo é categorizado no Sistema Unificado de Classificagao de Solos (SUCS) como
uma areia argilosa (SC). Com base nos valores do Limite de Liquidez e do Indice de Plas-
ticidade, o solo exibe caracteristicas tipicas de solos residuais de arenito, mais especifica-
mente, arenosos finos (PINTO, 2006). O indice de atividade da argila é aproximadamente
0,47, indicando que a argila é classificada como inativa.

Machado et al. (2019) estabeleceram faixas ideais para propriedades do solo, vi-
sando sua aplicacdo como barreira contra contaminantes organicos. Essas faixas foram
determinadas com base em testes realizados em campo e em laboratorio.

O solo proveniente da bacia de contencao atende aos critérios estabelecidos pelos
pesquisadores nos experimentos de campo, com a tnica excecao relacionada a quantidade
de finos (silte 4 argila). Em termos gerais, o solo demonstra caracteristicas propicias para
sua aplicacao atual.

Na Tabela 3 estao apresentados os parametros fisico-quimicos da suspensao de solo.
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Tabela 3 — Caracteristicas fisico-quimicas
da suspensao do solo coletado

em bacia de contenc¢ao

Parametro Resultado
pH 45+ 01
Condutividade elétrica (uS cm™) | 38,6 + 1,9
Cloreto (mg L) 4,0 + 2,2
Nitrogénio amoniacal (g L) 0,31 £+ 0,09
Carbono organico total (mg g') | 0,28 4+ 0,04
Matéria organica (%) 39+ 15

O solo coletado apresenta acidez, o que esta em conformidade com a caracteristica
predominante nos solos brasileiros (NOLLA; ANGHINONI, 2004). O pH esta ligeira-
mente abaixo da média encontrada na regiao sudeste (pH = 5,4) (MENDES et al., 2022).
Essa condicao exerce um impacto significativo na atividade microbiana, uma vez que os
microrganismos geralmente preferem um pH proximo da neutralidade, situado entre 5,5
e 8,5 (ALVAREZ; ILLMAN;, 2005).

O solo possui uma quantidade média de matéria organica (2-4%) (BIERNBAUM,
2012). Nao foram identificados indicios de contaminacao no solo a partir dos parametros
fisico-quimicos analisados.

Na Tabela 4, estao apresentados os resultados da analise de fertilidade do solo

juntamente as classes de interpretacdo para solos com teor médio de argilas (15-35%)
obtidas em Brasil e CRAVO (2007).

Tabela 4 — Resultados da andlise de fertilidade do solo.

Parametro Resultado | Faixa de interpretacao
Fésforo total (mg dm™) | 1 <38

Potéssio (mg dm™) 1 < 40

Sédio (cmol, dm™) 0,04 -

Célcio (cmol, dm™) 0,5 Soma Ca + Mg < 2,0
Magnésio (cmol, dm™) | 0,2 <05

CTC (cmol,) 4,37 -

Nitrogénio (mg g!) 1,35 -

O solo demonstra uma baixa disponibilidade de fésforo, magnésio, calcio e potéssio,
o que o torna inadequado para praticas agricolas (BRASIL; CRAVO, 2007). A capacidade
de troca cationica (CTC) estd na faixa tipica de solos tropicais com presenga de 6xidos
de ferro e aluminio (RONQUIM, 2010). Era esperado esse resultado, pois se trata de solo

do horizonte B.
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Na Tabela 5, estao apresentados os resultados de metais no solo.

Tabela 5 — Parametros e
metddos para analise

de metais no solo.

Parametro Resultado
Aluminio (mg kg') | 237
Céddmio (mg kg™) 10

Zinco (mg kg) 0,92
Chumbo (mg kg') | 0,12
Cobre (mg kg?) 0,09
Ferro (mg kg') 3,54

Manganés (mg kg') | 4,43
Niquel (mg kg?) nd
Cobalto (mg kg') | nd
Cromo (mg kg!) nd

Os valores mais proeminentes foram de cddmio, aluminio, ferro e manganés, os
quais podem ser encontrados em concentragoes mais altas naturalmente, nao necessaria-
mente devido & contaminacdo antropogénica (CARVALHO; BOA; FADIGAS, 2013). O
solo, portanto, nao apresenta contaminagao por metais, estando os valores encontrados
abaixo dos limites estabelecidos pela Resolugdo Conama 420 (CONAMA, 2009).

O espectro obtido por FTIR do solo esta apresentado no Gréfico 1.

Grafico 1 — Espectro de FTIR do solo

utilizado.
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A anélise espectral do solo revela um pico em 526,57 cm™ potencialmente corres-
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pondente a ligagao Al(VI)—O—Si (TTWARI; SATYAM, 2020). Ademais, o pico em 910,4
cm™t pode ser referente A ligacio Fe—O presente em ¢éxidos de ferro e picos na regido de
1220 cm™ sdo associados & presenga de quartzo no solo (MENDES et al., 2022). Esses

resultados demonstram coeréncia com a analise de metais no solo.

4.2 Caracterizacao do biochar

As caracteristicas fisico-quimicas do biochar estdao apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6 — Caracteristicas
fisico-quimicas do biochar

de biomassa de eucalipto

Parametro Resultado
pH 7.17+0,06
Densidade (g cm™) 0,28 + 0,00
Umidade (%) 5,924+0,21
CTC (cmole) 25

Teor de Carbono (%) | 47,4
Teor de Nitrogénio (%) | 1,23 +£0,02

Fosforo total (%) 0,144+ 0,01
Potassio Total (%) 0,84 +0,03
Calcio total (%) 3,59+0,03
Relacao C/N 37,67 +0,58

O biochar de biomassa de eucalipto revela um pH préximo da neutralidade, situando-
se dentro da faixa tipica de biocarvoes derivados de biomassa vegetal (5 - 7,5) (MISHRA
et al., 2023). Em condigdes semelhantes as empregadas neste estudo, o biocarvao de
eucalipto apresentou um pH de 6,10 (MOTA et al., 2021).

Observa-se, assim, que o biochar exibe um pH propicio para o crescimento micro-
biano. Além disso, o biocarvao demonstra uma alta capacidade de troca catidnica (25
cmol kg!) caracteristica intrinseca desse material.

A baixa quantidade de nutrientes, como nitrogénio e fésforo, também esta em
conformidade com o que foi encontrado em outros estudos com biochar de Fucalyptus
sp. (BUTPHU et al., 2020; KANOUO; ALLAIRE; MUNSON, 2018; MAZETTE et al.,
2020).

A andlise de FTIR resultou na plotagem do espectro por FTTRapresentado no
Gréfico 2.
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Grafico 2 — Espectro de FTIR do biochar de

eucalipto.
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Ao examinar o espectro gerado, foram identificados picos nas bandas de 1583 e
1310 cm!, atribuiveis a ligagao dupla carbono-carbono e as ligacoes acila/fenila carbonila
CO, respectivamente (SWAGATHNATH et al., 2019). Além disso, o pico observado em
2160 cm™ pode ser associado a vibracao da ligacio C—O em moléculas de diéxido de

carbono (SUN; WAN; LUO, 2013).

4.3 Caracterizagao do perodxido de calcio

O espectro por FTIR produzido para o CaO, estd apresentado no Grafico 3.

Grafico 3 — Espectro de FTIR do CaOs,.
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O espectro do perdxido de calcio se apresenta praticamente sem picos, com excegao
de um pico proeminente na faixa de 1483 cm™, o qual é atribuido & vibracio do grupo
funcional O—Ca—0 (LI et al., 2022). Esta caracteristica sugere uma estrutura molecu-
lar relativamente estavel, com a vibragao indicando a presenca distintiva dessa ligacao

especifica no perdxido de calcio.

4.4 Ensaio de biodegradacao

4.4.1 Analises fisico-quimicas

As coletas dos sobrenadantes foram realizadas 1, 14 e 28 dias apds o inicio do
ensaio. Houve um erro durante a coleta do sobrenadante no 1° dia, sendo perdidas uma
quadruplicata do controle e outra do controle abidtico. As demais amostras permaneceram
em quadruplicata, assim como as coletas realizadas nos dias posteriores.

Assim, nos graficos estdo dispostas as médias para cada dia de coleta sendo n = 3
para o controle e o controle abiético no dia 1 e n = 4 nos outros dias. As barras de erro
representam os desvios padroes.

No Gréfico 4, estao apresentados os resultados de pH ao longo do ensaio.

Grafico 4 — pH do sobrenadante do biorreator ao longo do tempo.
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Foi possivel observar uma manutencao quase constante tanto do pH no controle

(-=-) quanto no controle abidtico (-=-), mantendo-se proximo ao valor de 4, correspon-
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dente a acidez do solo original. No biorreator contendo apenas biochar (linha —&-), houve
um incremento no pH observado a partir do 14° dia de ensaio. Esse aumento pode ser
atribuido a presenca de grupos funcionais na superficie do biochar, os quais se ligam aos
fons H" presentes na dgua presente no solo (DIKE et al., 2021). Esse comportamento
ressalta a influéncia do biochar na modificacao das condi¢oes acidas do solo.

Os tratamentos com a presenga do CaO, (Pe e BP) foram responsaveis por um
aumento significativo do pH em todos os reatores. Esse comportamento ja foi reportado na
literatura, indicando que a presenca de peroxido de calcio tende a elevar o pH para valores
entre 10 e 12, devido a formagao do Ca(OH), (WAITE; BONNER; AUTENRIETH, 1999).
Contudo, é importante notar que a capacidade tampao do solo pode atenuar esse efeito
(LU; ZHANG; XUE, 2017).

Paralelamente, é importante considerar que a proporcao de 1:4 de solo para solugao
pode ter minimizado a possivel influéncia do solo no controle do pH. Em faixas de pH
entre 10 e 12, o peréxido pode liberar oxigénio por até 6 meses (CETESB, 2021). Por-
tanto, nas condigoes dos biorreatores, o processo de liberacao de oxigénio pode ter sido
interrompido antes de ser totalmente esgotado, uma vez que o ensaio foi encerrado apoés
30 dias. Esse aspecto pode ter implicado na nao completa agao do CaO, na degradagao
dos hidrocarbonetos presentes no solo.

No Gréfico 5, estao apresentados os resultados de CE ao longo do ensaio.

Gréafico 5 — Condutividade elétrica do sobrenadante do biorreator

ao longo do tempo.
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Era esperada CE significativa, devido a adicdo de NaCl nos biorreatores. Esses
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resultados variaram entre 13,48 e 20,57 mS/cm. E notével a pouca variacao entre o inicio
do ensaio e o seu término para todos os tratamentos; no entanto, destaca-se o incremento
na condutividade no dia 14, especialmente nos tratamentos com biochar (20,57 mS/cm).

Esse efeito também foi observado em outros solos com biochar (HUSSAIN et al.,
2018). A elevagao na condutividade estd relacionada a capacidade de troca cationica e a
presenga de nutrientes no biochar (CHANDRA; BHATTACHARYA, 2019).

No Grafico 6, estao apresentados os resultados de DQO ao longo do ensaio.

Grafico 6 — DQO do sobrenadante do biorreator ao longo do

tempo.
350
o Controle®

300 -| | —=— Controle Abiético*
=) —&- Biochar?
g 250 | Ca0y?
< 200 | |—=— Biochar + CaOy°
a0
é 150 -
S 100 .
[

50

Tempo (dias)
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O aumento da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) ao longo do ensaio foi ob-
servado de forma consistente nos tratamentos C, BC e Pe, quando comparado ao inicio
do tratamento. Com destaque para o tratamento com perdxido que atingiu valores de
256,55 + 60,33 mg de O,/L. Como referencial de comparagao, a NOP Inea 45 estabelece
limites de langamento de efluentes como 180 mg de O,/L (RIO DE JANEIRO, 2021).

Possivelmente, essa DQO observada pode ter ocorrido pela formacao de HyOs, e
sua conhecida interferéncia na determinagao da DQO (GROELE; FOSTER, 2019; KANG;
CHO; HWANG, 1999).

Foram adicionados 500 mg de CaO, (4,86 mmol) nos tratamentos. Ao reagir com a
agua, conforme indicado na Equacao 1, ocorre a producao maxima de de 160 mg de HyO,
(VOLNOV; PETROCELLI, 1966), resultando em uma concentracao de 826,55 mg/L desse
composto.

E possivel calcular a DQO tedrica com a adicdo de H,O, utilizando a Equacdo 15
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(KANG; CHO; HWANG, 1999).

DQOw,0,(mg/L) = 0,4706[Hy05] — 4,06 x 107°[Hy0,)? (15)
Onde:

[H,05] = Concentragao de HyO, em mg/L

Desta forma, obtém-se o valor de 361,24 mg de O,/L. Este valor pode variar em
torno de 16 %, de acordo com as caracteristicas da amostra (LEE et al., 2011). Conclui-
se, portanto, que o elevado valor de DQO encontrado no biorreator com tratamento com
peroxido de céalcio pode ser resultado da oxidacao provocada pelo peréxido de hidrogénio.
Esta estimativa, porém, pode estar superestimada, pois desconsidera outros mecanismos
de reacao do CaO, como apresentados nas Equagoes 3 e 4.

Em contrapartida, resultados descrevendo o incremento da DQO foram identifica-
dos em estudos abordando a degradagao de hidrocarbonetos em reatores (FIRMINO et
al., 2015; KACHIENG’A; MOMBA, 2015; KACHIENG’A; MOMBA, 2017).

Esse fendomeno pode ser atribuido a possibilidade de que altas concentracoes de
hidrocarbonetos tenham estimulado a comunidade microbiana a decompor moléculas de
hidrocarbonetos maiores em moléculas menores ou matéria organica coloidal biodegra-
dével, resultando no aumento da disponibilidade de DQO na solugao(KACHIENG’A;
MOMBA, 2017).

A quebra das moléculas de hidrocarbonetos com maior massa molecular pode ter
sido realizada pela oxidagao quimica, especialmente no tratamento com perdxido. O CaO,
ja foi avaliado como fonte de radical hidroxila na oxidagao quimica de compostos organicos
(KOZAK; WELODARCZYK-MAKULA, 2018; NORTHUP; CASSIDY, 2008).

Nos dois controles, houve uma redugao seguida de um aumento na DQO no reator.
No entanto, no biorreator C, esse crescimento foi mais proeminente. A autoclavagem
do solo nesse controle pode ter impedido a atuacao dos microrganismos, influenciando o
padrao observado na DQO.

A acao dos microrganismos ¢é crucial na disponibilizacao dos hidrocarbonetos pre-
sentes no solo (CHEN; LIU; WHANG, 2019). O padrao de comportamento da DQO
observado no controle assemelha-se aos resultados obtidos por McInnis (2003), que, ao
investigar a degradagdo de borra de petréleo em um reator com bioaumento, identificou
uma diminuicdo na DQO nos primeiros 10 dias, seguida por um aumento entre o 10° e o
24° dia de tratamento, tanto no grupo com bicaumento quanto no grupo sem bioaumento.

No Grafico 7, estao apresentados os resultados de salinidade ao longo do ensaio.
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Gréfico 7 — Salinidade do sobrenadante do biorreator ao longo do

tempo.
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A salinidade nos biorreatores C e Pe demonstrou certa estabilidade, com variagoes
minimas ao longo de todo o tratamento. O comportamento da salinidade no biorreator
CA, embora inesperado, mostrou consisténcia entre as réplicas.

Além disso, observou-se uma reducao na salinidade em todos os biorreatores que
continham biochar (BC e BP), apesar de comegarem em niveis mais elevados em compa-
racdo com outros tratamentos. Essa reducao pode ser atribuida ao potencial do biochar
em adsorver fons presentes na suspensao do biorreator. De fato, o biochar ja demonstrou
capacidade de reduzir a condutividade elétrica em solugoes de baixa salinidade (ROCHA,
2021). Esse mecanismo, no entanto, contrasta com o observado para a CE nos biorreatores
(Gréfico 5), onde houve aumento e posterior estabilizacao desse parametro.

No Grafico 8, estao apresentados os resultados de dureza ao longo do ensaio.
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Gréfico 8 — Dureza do sobrenadante do biorreator ao longo do

tempo.
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Foi observada diminuta dureza nos controles, com pouca variagao durante o tra-
tamento. A dureza em 4guas naturais é causada primariamente pela presenca de Mg**
e Ca’t (SAWYER; MCCARTY; PARKIN, 2003). Portanto, pela prépria composi¢ao do
CaQ,, era esperado que a dureza nos biorreatores com sua presenca fossem altas. Essa
suspeita foi confirmada com a dureza no biorreator Pe na ordem de 400 mg de CaCOs3/L,
sendo possivel classificar a 4gua como muito dura.

A adicao de biochar resultou em um aumento expressivo na dureza do sobrena-
dante nos biorreatores. Essa ocorréncia pode estar associada a presenca de manganés em
concentragoes elevadas no biochar, conforme indicado na Tabela 1.

A dureza observada nos biorreatores com biochar alcancando valores proximos a
2.000 mg de CaCO3/L nos biorreatores com CaQO,. Curiosamente, a combinacao de biochar
e CaO, pareceu ter um efeito sinérgico no aumento da dureza durante o tratamento.

A concentracao inicial de hidrocarbonetos totais de petrdleo foi de 11.307,4 mg/kg.
A remocgao média por tratamento esta apresentada no Grafico 9, onde as barras retratam

os desvios padroes.
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Gréfico 9 — Remocao de hidrocarbonetos totais

de petroleo.
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O valor apresentado é da média dos resultados dos biorreatores e as barras os
desvios padroes. Resultados discrepantes foram removidos para controle, controle abiético
e peroxido, resultando em n=3. A distribuicao de valores de concentracao final de HTPs
cumpriu as premissas de normalidade, e sendo assim, foi realizada a ANOVA. Nao foi
observada diferenga significativa entre os dados (p>0,05).

Nao ha valores orientadores para hidrocarbonetos totais de petrdleo na norma
Conama 420 (CONAMA, 2009). Destaca-se, portanto, a importancia de ensaios ecotoxi-
cologicos para avaliar a eficiéncia da remediacao.

E notdvel a reducdo obtida no tratamento BP, que foi de 42 + 7%, acima do obtido
no controle, que foi de 28 + 10%.

Foi observada degradagao na seguinte ordem de tratamento BP > Pe > CA > C >
BC. Foi notado um desvio padrao mais proeminente nos tratamentos de controle e controle
abidtico, especialmente neste ultimo. A origem dessa discrepancia nos dados, que nao foi
observada nos outros tratamentos, nao pdde ser determinada. Surpreendentemente, o
tratamento com biochar exibiu uma remocao comparavel a dos controles.

Em estudo anterior, Eziuzor e Okpokwasili (2013) alcancou 55,31% e 53,21% de
remocao de hidrocarbonetos totais de petréleo apds 30 dias, utilizando fertilizante NPK
e controle, respectivamente, em um biorreator de bancada.

Existem poucos estudos que investigam a degradacao de compostos organicos em
fase semi-sélida com biochar. Em uma andlise conduzida por (OLESZCZUK; KOL-
TOWSKI, 2017), que examinou a capacidade de biochar e nanoferro para degradar HPAs
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em dois tipos de solo, observou-se que, para o solo arenoso e acido, nao houve degradacao
em nenhum dos tratamentos. Pelo contrario, a quantidade de HPAs aumentou ao longo
dos 30 dias do experimento. J& o outro solo, com mais presenca de silte e pH préximo da
neutralidade, atingiu cerca de 40% de degradacao de HPAs nos tratamentos com biochar
e biochar e nanoferro.

A comparagao com estudos em fase semi-sélida envolvendo a adigdo de biochar
é limitada; no entanto, varios pesquisadores tém explorado a capacidade do biochar em
degradar hidrocarbonetos em microcosmos. Chaudhary et al. (2021) registraram uma
degradacao de aproximadamente 63% ao adicionar biochar de bambu ao solo, superando
a degradagao com a adigdo do oxidante quimico (NayS;0g). No entanto, essa taxa foi
inferior aquela alcancada com a adigao de nutrientes (N e P).

Em um experimento de microcosmo realizado por Guirado et al. (2021), o biochar
teve pouco impacto na degradacao de hidrocarbonetos alifaticos e aroméaticos em solo
contaminado por diesel apds 84 dias de tratamento. Mesmo com a adi¢do de bactérias
degradadoras de diesel, houve pouca diferenca em relacao a atenuagao natural ao final do
ensaio, registrando 47,09% e 41,03%, respectivamente, embora uma anélise aos 42 dias
tenha indicado um aumento na degradacao com o tratamento.

Kong et al. (2021) investigaram a degradacdo de HPAs em trés solos distintos
contaminados por diesel mediante a introducao de biochar. Os resultados de degradagao
foram fortemente influenciados pelo tipo de solo utilizado. Os pesquisadores implemen-
taram tratamentos com biochar e NaN; para examinar o efeito da remoc¢ao de HPAs com
essa substancia, que atua inibindo a atividade microbiana. Em dois dos solos testados,
os ensaios com biochar apresentaram resultados comparaveis aos tratamentos com BC
e NaNj. Isso sugere que parte da remocao estd associada a imobilizagdo dos HPAs no
biocarvao. Por outro lado, em um terceiro solo, a remocao foi significativamente realcada,
atingindo 86%, em comparacao com o controle que obteve 63%, ao final de 84 dias.

Observou-se que o coeficiente de primeira ordem seguiu a seguinte ordem: BP > Pe
> CA > C > BC, com destaque especialmente para o BP, apresentando valores de 0,0195,
0,146, 0,0128, 0,0118 e 0,0114, respectivamente. Um estudo conduzido por Chaudhary et
al. (2021) obtiveram um valor de k = 0,016284 com biochar puro de bambu, inferior ao
valor alcancado no tratamento BP.

E relevante ressaltar, no entanto, que seriam necessarias avaliacoes intermedidrias
nas concentragoes de HTPs para confirmar se a degradacgao de fato seguiu a cinética de
primeira ordem. Os resultados apresentados representam estimativas, nao confirmacoes

definitivas.
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4.4.2 Anélises microbioldgicas

4.4.2.1 Bactérias heterotroficas totais

Durante o ensaio de bactérias heterotroficas totais, houve a contaminacdo das
placas montadas no primeiro dia de ensaio, nao sendo possivel realizar a contagem de
colonias. Além disso, foi observada auséncia de crescimento de microrganismos em todas
as placas obtidas nos biorreatores com a presenca de biochar e peréxido. No entanto, o

mesmo nao ocorreu para o controle. O resultado ao longo do tempo esta apresentado no
Grafico 10.

Grafico 10 — Bactérias heterotréficas totais nos biorreatores.
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A adigao do perdxido de calcio demonstrou efeitos indesejaveis na microbiota dos
biorreatores. Apesar do potencial demonstrado pelo biochar de incrementar o desenvol-
vimento dos microrganismos, sua presenca nao reduziu o efeito inibitorio causado pelo
peréxido. O resultado do biochar chegou a atingir 3,6 £ 0,1 x 105 UFC/g, muito acima
dos valores obtidos tanto no controle, como, consequentemente, no tratamento com a
adicao de perdxido. Este resultado, no entanto, se contrasta com a degradagao de HTPs
obtida (Grafico 9).

Diversos outros pesquisadores observaram incremento da comunidade microbiana
no solo com a presenca de biochar (ZHEN et al., 2019; KONG et al., 2018; BARATT et
al., 2017; HAN et al., 2016; GALITSKAYA; AKHMETZYANOVA; SELIVANOVSKAYA,
2016). O crescimento microbiano esté ligado a presenca de macronutrientes; portanto, a
adicao de carbono labil, como o presente no biochar, permite que haja o crescimento da
comunidade microbiana (BROWN et al., 2022).

Nesse cendrio, Stefaniuk, Oleszczuk e Rézylto (2017), conduzindo um experimento
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de campo para avaliar a degradacao de HPAs em solo contaminado e incorporando biochar
produzido a partir de biomassa de salgueiro e lodo de tratamento de esgoto, observaram
que nao ocorreu uma redugao significativa dos HPAs no solo durante os primeiros 12 meses
do experimento. Os autores sugerem que a introducao de biochar no solo provavelmente
afetou o crescimento dos microrganismos, mas esse efeito nao se traduziu na degradacao
dos HPAs. Eles ressaltam que a adicao de novas fontes de matéria organica pode retardar
a degradacao de HPAs, uma vez que os microrganismos tendem a consumir a matéria
organica mais prontamente disponivel antes de abordar os HPAs. Entretanto, a longo
prazo, apés esse periodo inicial, a degradacao foi superior aos tratamentos sem biochar.
A capacidade de adsor¢ao dos hidrocarbonetos ao biochar também pode ter afetado a
biodisponibilidade desse contaminante, reduzindo sua degradacao (QIN; GONG; FAN,
2013; CIPULLO et al., 2019).

Parte dos hidrocarbonetos pode ainda estar imobilizada na matéria organica do solo
e do biochar, reduzindo sua degradagao durante o periodo do ensaio; no entanto, a longo
prazo, esses hidrocarbonetos podem se tornar acessiveis ao consumo pelos microrganismos
(CHEN; LIU; WHANG, 2019). Uma alternativa para reduzir esse efeito seria utilizar
uma proporg¢ao menor de biocarvao. Omoni et al. (2020) aceleraram a mineralizagao do
fenantreno com concentragoes menores de biocarvao e com microrganismos imobilizados
em biochar, quando testadas proporcoes entre 0,01 e 1%.

O CaO, ja demonstrou capacidade de desinfec¢ao, ao remover grande parte dos mi-
crorganismos em aguas superficiais (LU; ZHANG; XUE, 2017). Isso ocorre pela liberagao
do radical hidroxila, que causa a degradacao da membrana dos microrganismos, levando
a sua disrupcao. Este resultado corrobora para a interpretacao de que os resultados de
maior degradagao de HTPs nos tratamentos com presenca de CaO, ocorreu por oxidac¢ao
quimica.

Observou-se ainda que a adi¢ao do biocarvao pode ter promovido esse efeito. Li, Xu
e Yang (2022) observaram que a adigao de biocarvao de serragem incrementou a eficiéncia
na degradacao de HTPs quando comparado com tratamento somente com HyO,, de 15,54
para 21,52 %. Isso pode ter ocorrido pela presenca do ferro no biocarvao, que pode ser
liberado na dgua quando em solugao aquosa (FENG et al., 2021).

O solo também pode ser fonte do ferro e atuar em processo Fenton, capaz de
degradar contaminantes organicos (ACIOLI, 2012; LOCATELLI et al., 2008; GOU et
al., 2022; JEREZ et al., 2022). Nesse contexto, a utilizacdo do biocarvao de eucalipto
juntamente com o perdxido de calcio pode ter produzido um processo de oxidagao quimica,
que reduziu a presenca dos hidrocarbonetos no solo, no entanto, afetando de maneira
importante a comunidade microbiana autoctone.

Liao et al. (2019) testaram a degradacao de HPAs em solo e o efeito do processo
Fenton e o oxidante permanganato de potassio KMnO, em fase semi-sélida a comunidade

microbiana e notaram efeito correlato, com a redugdo a zero dos microrganismos. No
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entanto, houve uma pequena recuperacao 7 dias apds o inicio do ensaio, que foi encerrado
com 15 dias. H&, portanto, a possibilidade de regeneracao dessa comunidade microbiana
a longo prazo.

Em outra pesquisa, Hung et al. (2022) obtiveram 71% de degradagao de 4-n-
Nonilfenol no sedimento com o uso de biochar e perdxido de calcio, apds 12 horas de
agitacao, no entanto, esse processo foi atribuido a presenga de espécies reativas de oxigeé-
nio. A introducgao de perdxido de céalcio reduziu a diversidade de microrganismos betonicos
no sedimento, mesmo com a adi¢ao de biochar.

O biochar possui capacidade de fornecer abrigo e nutrientes para as bactérias au-
téctones, aprimorando sua atuagao (ZHANG; ZHANG; ZHANG, 2019). Essa capacidade,
no entanto, nao foi capaz de atenuar o efeito do peréxido sobre as bactérias heterotroéficas.
Uma alternativa seria a imobilizagao de microrganismos na superficie do biochar (ZHANG,;
ZHANG; ZHANG, 2019; GALITSKAYA; AKHMETZYANOVA; SELIVANOVSKAYA,
2016). Essa alternativa, no entanto, deve ser analisada com cuidado quando aplicada
no campo, pois a introdu¢ao de microrganismos exdgenos no solo pode levar a efeitos
ecologicos prejudiciais (WANG et al., 2022).

4.4.2.2 Bactérias degradadoras de diesel

Foram realizadas as contagens de bactérias degradadoras de diesel em trés mo-
mentos durante o tratamento com biorreatores, 1, 14 e 28 dias. No Grafico 11, estao

apresentados os resultados ao longo do tempo.

Grafico 11 — Bactérias degradadoras de diesel nos biorreatores
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E possivel observar que o tracado dos graficos de controle abidtico (=) e do
peroxido de célcio (—=-) ficaram sobrepostos pelo do tratamento com biochar e perdxido
(—=-), j& que, durante todo o periodo do ensaio, esses valores foram de 53,3 + 60,2, 40 +
62 e 33,3 + 64,1 UFC de BDD/g de solo, com 28 dias, por exemplo. Destaca-se ainda os
resultados com baixa precisao dado o nimero diminuto de colonias contadas, resultando
em desvio padrao superior ao nimero de colonias.

Foi possivel observar crescimento de bactérias degradadoras de diesel no controle
abiético bem abaixo do controle. Desta forma, ha um indicativo que a autoclavagem do
solo resultou em um efeito desejado de redugao de microrganismos. O perdxido de célcio,
assim como ocorreu para as bactérias heterotroficas totais, apresentou efeito deletério aos
microrganismos do solo, sendo possivel observar que os tratamentos com a presenca dessa
substancia foram afetados.

O incremento do pH nos reatores pode ter afetado a comunidade microbiana de
maneira significativa. Mastorgio et al. (2019) notaram que materiais contendo CaO,
na composicao influenciaram a comunidade microbiana apenas quando nutrientes foram
adicionados. No entanto, os autores usaram solucao tampao, reduzindo a variagao do pH.

Esses resultados corroboram para a possibilidade dos hidrocarbonetos do diesel
presentes no solo terem sido degradados por oxidacdo quimica nos tratamentos com a
presenca de peroxido de célcio.

O constante incremento no nimero de bactérias degradadoras de diesel contrasta
com resultados na literatura, onde hé o aumento e posterior redugao atribuida ao rapido
consumo dos hidrocarbonetos de petréleo pelos microrganismos (MADDELA et al., 2016).

Um indicativo que pode explicar a diferenca observada no presente trabalho é o
aumento da DQO no sobrenadante dos biorreatores. A matéria organica quantificada
na forma de DQO nao necessariamente esta disponivel para o consumo dos microrga-
nismos, mas a biodisponibilidade dos hidrocarbonetos de petréleo esta conectada a sua
solubilizacao.

E sabido que menos de 1% dos microrganismos presentes em amostras ambientais
sao cultivaveis (CHIKERE; OKPOKWASILI; CHIKERE, 2011). A contagem de bactérias
degradadoras de hidrocarbonetos no solo pode ser limitada pela baixa culturabilidade dos
microrganismos (THURMANN et al., 1999).

A prépria toxicidade do diesel pode limitar o crescimento microbiano em placas
(RANDALL; HEMMINGSEN, 1994). Dessa forma, era esperado um crescimento mo-
desto, ou até mesmo inexistente, das bactérias. Por essa razao, nao foram realizadas
dilui¢oes antes do plaqueamento.

Portanto, optou-se por incubar as bactérias por um longo periodo (14 dias). Esse
procedimento dificultou a quantificagdo de bactérias no ultimo dia de ensaio para o tra-
tamento com biochar, sendo necessaria uma estimativa. No entanto, foi possivel avaliar

qualitativamente de maneira conclusiva que a presenca de biochar nos reatores conduziu
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a um incremento no nimero de bactérias degradadoras de diesel e heterotroficas totais.

4.5 Ensaios ecotoxicolégicos

4.5.1 Lactuca sativa

O ensaio foi realizado sem intercorréncias, sendo observada germinagao significativa
ao fim do ensaio, em torno de 100% para todos os testes realizados.

A umidade média do solo nas placas foi de 39,00 & 0,84 %, préximo da umidade
tedrica de 40%. Na Figura 7 estd apresentada imagem de alguns dos brotos medidos ao

fim do ensaio.

Figura 7 — Brotos plantados sobre solo
de bacia de contencao

medidos apos ensaio de

germinagao.

No Grafico 12 estao dispostas as porcentagens de sementes germinadas ao logo do

tempo para cada aditivo.



Gréfico 12 — Germinacgao das sementes de alface.
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E possivel observar que a presenca tanto do biochar quanto do CaQ,, separada-

mente e em conjunto, beneficiou a germinagado no inicio do ensaio. As caracteristicas do

solo nao sao propicias para a agricultura, havendo uma quantidade baixa de nutrientes e

baixo pH.

Desta forma, é possivel que a presenca do biochar e do peréxido tenha elevado o

pH para um valor mais proximo da neutralidade. Além disso, a presenca do biochar pode

incrementar a disponibilidade de nutrientes no solo. Esse indicio é observado de maneira

mais destacada no Grafico 13.

Gréfico 13 — Germinagao relativa das sementes de alface.

240

200

W
(@)
T

- Biochar

Ca02
—=— Biochar + CaO,

24 48 72 96
Tempo (horas)

|
120

144



67

A andlise da germinacao relativa destaca claramente a relagao entre os aditivos
utilizados e as caracteristicas do solo examinado. Os resultados acima de 100% ao longo
de todo o ensaio para o biochar nos testes com biochar, peréxido e na combinagao destes
dois aditivos.

O Ca0, apresentou GRS menor do que os aditivos com biochar, na leitura com
48h, mas se igualou ao biochar na leitura com 96h, se encontrando em torno de 100%, no
encerramento do ensaio.

Em um ensaio destinado a avaliar a toxicidade de compostos imaturos para semen-
tes de agriao, observou-se uma reducao da toxicidade com a adi¢do de materiais contendo
Ca(OH),, CaO, e CaO em sua composigao (HIMANEN; HANNINEN, 2009). Notavel-
mente, o composto tornou-se nao toxico apos 8 semanas de compostagem, em comparagao
com o controle, que demandou 12 semanas. Esse efeito de reducao de toxicidade, associado
ao peroxido, pode ser atribuido ao aumento do pH no solo.

O Ca0O, demonstra uma capacidade eficaz na liberacao de oxigénio para a producgao
de insumos agricolas, seja por meio do encapsulamento de sementes ou pela aplicacao
direta no solo, visando aumentar a concentracao de oxigénio dissolvido em areas andxicas,
especialmente aquelas sujeitas a alagamentos (BAKER; HATTON, 1987; WANG et al.,
2022; MEI et al., 2017). Em uma pesquisa conduzida por (BAKER; HATTON, 1987),
que abordava as possiveis implicagoes negativas do encapsulamento, nao foram observadas
diferengas estatisticamente significativas (p >0,05) entre sementes de arroz encapsuladas
com CaQO, e as nao encapsuladas, quando plantadas em substrato de areia.

Em uma revisao recente, Godlewska, Ok e Oleszczuk (2021) detalharam a poten-
cial toxicidade do biochar em varios organismos, incluindo plantas. Em linhas gerais, os
autores destacam que a toxicidade do biochar para plantas frequentemente varia consi-
deravelmente, dependendo da matéria-prima a partir da qual o biochar é fabricado, da
temperatura de pirdlise (e de outros pardmetros do processo) e da taxa de aplicagdo do
biochar.

No caso especifico das sementes de alface, o indice de germinacao foi de 49,18,
81,35 e 141,55 com extratos em papel de filtro de biochar proveniente de lodo de papel e
cascas de trigo, lascas de madeira e lodo de esgoto (GASCO et al., 2016). Esses mesmos
biocarvoes foram diretamente aplicados em dois solos arenosos, ambos com caracteristicas
semelhantes, na propor¢ao de 8% (m:m). Notou-se que o biochar de lascas de madeira
reduziu o tamanho do caule para ambos os solos e a massa das raizes para um deles,
enquanto os outros biocarvoes apresentaram respostas diversas.

Kottowski e Oleszczuk (2016) avaliaram a possivel reducao de toxicidade de 3
diferentes solos coletados em areas comerciais ap6s manutencao em contato direto entre
solo e carvao ativado e biochar de salgueiro e palha de trigo, em diferentes propor¢oes,
durante 2 meses em leve agitagdo (10 rpm). Os autores avaliaram a toxicidade do solo

para o crescimento de agriao (L. sativum), colémbulo (F. candida) e bactéria luminescente
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(V. fischert). Os resultados variaram com o biochar aplicado e o solo utilizado. Para um
dos solos, coletado em uma fabrica de asfalto, por exemplo, o biochar de palha de trigo
estimulou o crescimento do agrido para todas as dosagens avaliadas (0,5%; 1,0%; 2,5%;
5,0%). O mesmo biocarvao, quando aplicado em solo adquirido em 4rea de industria de
coque, aumentou a toxicidade do solo em 159% quando usada dosagem de 2,5%.

De maneira geral, Jeffery et al. (2017), em uma revisao sobre o impacto do biochar
no crescimento de culturas, destacaram que a adicao de biochar em solos tropicais, es-
pecialmente aqueles com baixo pH, baixa quantidade de nutrientes ou que necessitam de
melhorias em sua morfologia, ¢ benéfica. Em contrapartida, em solos que nao se encaixam
nessas categorias, o efeito pode ser neutro ou até mesmo negativo.

No Grafico 14, estd apresentado o crescimento relativo das raizes dos brotos de

alface.

Gréafico 14 — Crescimento radicular relativo

das sementes de alface.
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O resultado obtido permite observar que o biochar e o CaQ,, individualmente,
contribuem para o crescimento radicular do alface, quando comparado com o controle.
O crescimento foi de 131,6% para o biochar e 103,1% para o CaO,. Esse incremento
no comprimento das raizes pode aumentar o desenvolvimento das plantas, pois permite
maior absor¢ao de dgua e nutrientes(XIANG et al., 2017). Em meta-andlise, Xiang et al.
(2017) observaram crescimento médio maior em 50% das raizes pés aplica¢ao do biocar-
vao. Demonstrando que o presente trabalho demonstrou consisténcia com os dados na
literatura.

No Grafico 15 estao apresentados os indices de parte aérea/raiz dos brotos de
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alface.

Gréfico 15 — Indice parte aérea/raiz para os

aditivos do solo.
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Foi observado que que o IPAR foi alterado com a insercao de todos os aditivos,
ocorrendo o incremento do mesmo observado para o biochar (91,8%), CaO, (98,1%) e
biochar + CaO, (100%).

Os autores Marmiroli et al. (2022) destacaram que razdes mais altas de biochar
diminuem o IPAR, que é correlacionado com a toxicidade observada no biochar, dose
dependente. Ou seja, a adi¢gdo do conjunto biochar e CaO, nao teve influéncia sobre o
crescimento da alface, resultando em IPAR como 100%. H4& indicios, portanto, que a
ordem de toxicidade do substrato seria C > B > Pe > BP.

Novamente, a partir desse indice é possivel notar que os parametros do solo de-
monstram pouca qualidade para o plantio, mas que é melhorado com a inclusao do bio-
char. O crescimento das raizes em detrimento da parte aérea é um indicio de estresse das
plantas, sendo considerada a propor¢ao m:m dos dois idealmente de 1:2 parte aérea:raiz
(CALDEIRA et al., 2008).

Os indices de germinacdo das sementes utilizando os diferentes aditivos e do solo

limpo estao apresentados no Grafico 16.
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Gréfico 16 — Indice de germinacio das

sementes de alface.
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E possivel analisar que para o biochar e para a combinacio biochar e CaO, apre-
sentaram indice de germinacao IG>100% indicam que eles podem ser classificados como
fitoestimulantes (GASCO et al., 2016). Enquanto o CaO, seria classificado como nao
toxico (IG>80%).

Nos Graficos 17 e 18, estao dispostos os boxplots da parte aérea e das raizes e dos

brotos.



Grafico 17 — Boxplot das raizes dos brotos.
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Grafico 18 — Boxplot da parte aérea dos

brotos.
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Foi observada diferenga estatistica (p<0,05) somente para o teste com biochar,
quando comparado com os outros realizados. Nota-se, portanto, que o biochar nao apre-
senta toxicidade para as sementes, inclusive incrementando o seu crescimento do caule
e radicular. Isso pode ser atribuido a quantidade de nutrientes presente no biochar e
sua capacidade de aprimorar as capacidades fisicas do solo. Apesar de nao possuir tan-
tos nutrientes como outros biochars encontrados na literatura, o biochar de eucalipto
demonstrou potencial como um aditivo do solo.

Com os resultados obtidos no ensaio de germinacao, é possivel concluir que os adi-
tivos aprimoraram ou nao interferiram no crescimento do alface, demonstrando potencial

para a aplicacdo no campo.

4.5.2  Vibrio fischeri

Foram feitos dois ensaios para avaliacao de toxicidade pela bactéria luminescente.
O primeiro envolveu as amostras antes e depois do tratamento por biorreatores. O resul-

tado de inibicao da luminescéncia esta apresentado no Grafico 19.
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Gréafico 19 — Inibicao de luminescéncia do
elutriato das amostras

pos-tratamento.
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Houve incremento da inibicao de luminescéncia no dercorrer do ensaio para todos
os solos. Foi observada maior redugao de toxicidade para os tratamentos com a adicao
de CaO,y e com a unido de CaO, e biochar, atingindo inibi¢do ap6s 5 minutos de con-
tato de 22,77 e 23,57 %, respectivamente. O biochar, no entanto, incrementou a inibicao
de luminescéncia, superior ainda as dos controles (55,3%). Biochar ja demonstrou po-
tencial de reduzir a toxicidade a bactéria luminescente Vibrio fischeri (OLESZCZUK;
KOLTOWSKI, 2017; KOLTOWSKI; OLESZCZUK, 2016).

Apés promover contato de biochar com solos contaminados, Kottowski e Oleszczuk
(2016) notaram redugao de toxicidade a luminosidade em 5 minutos relacionada a razao
biochar:solo utilizada. Ja a toxicidade apds 15 minutos variou de acordo com o solo e o
biochar aplicados. O biochar de salgueiro, por exemplo, aumentou a toxicidade do solo
em dose de 5%.

Oleszczuk e Kottowski (2017) procuraram avaliar o potencial de degradar HPAs em
tratamento de 7 dias e 30 dias com a adi¢ao de biochar e nanoferro em dois diferentes solos.
Apés o ensaio de degradacao, foi avaliada a toxicidade dos extratos do solo. Para um dos
solos, o com maior quantidade de matéria organica, o tempo de contato foi relevante. Mas
em ambos houve reducao significativa da inibicao da luminescéncia nos solos com adigao
de biochar.

Contrastando com os resultados apresentados, varios estudos anteriores identifica-

ram toxicidade associada ao biochar, tanto quando utilizado isoladamente (OLESZCZUK;
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JOSKO; KUSMIERZ, 2013; KONCZAK et al., 2020) quanto como aditivo para o solo
(BASTOS et al., 2014). A inibicao da luminescéncia foi correlacionada a biomassa do
biochar, variando de 40% a aproximadamente 100% (OLESZCZUK; JOSKO; KUSMI-
ERZ, 2013). Essa toxicidade pode estar relacionada a presenga de HPAs (OLESZC-
ZUK; JOSKO; KUSMIERZ, 2013), a temperatura de pirdlise, ao elevado pH, a salinidade
(KONCZAK et al., 2020), bem como & presenca de metais e radicais livres (KONCZAK
et al., 2020).

Dado o efeito que os tratamentos propostos causaram nos microrganismos, foi feito
um teste com o solo limpo (SL), com o elutriato do CaO, (Pe), do biochar (BC) e do
conjunto biochar e solo (SL+BC), biochar e peréxido (BC + Pe) e todos em conjunto
(SL + BC + Pe). As proporgoes utilizadas foram as mesmas dos biorreatores, sendo 5%
biochar e 1% CaOy (m/m).

Foi observado que nao houve toxicidade tanto para o BC, quanto para o conjunto
SL+BC+Pe. O primeiro resultado foi condizente com o observado na comunidade micro-
biana do solo. Ja o segundo, foi incompativel com o resultado esperado, ja que os aditivos
tiveram efeitos negativos nos microrganismos dos biorreatores.

Ja para os que apresentaram toxicidade, foi calculado o CE50 para inibicao da
luminescéncia apods o contato das bactérias com as amostras. No Grafico 20, estao apre-

sentados os resultados obtidos. As barras retratam o intervalo de confianga (95%).

Grafico 20 — CE50 dos elutriatos dos aditivos do

solo.
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O resultado nao toxico observado para o biochar e o peréxido em solo ndo contami-
nado causou surpresa, considerando a toxicidade encontrada na comunidade microbiana

heterotréfica e degradadora de diesel no ensaio conduzido em biorreator. A andlise do con-
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trole e do tratamento com biochar, por exemplo, inicialmente nao indicou a inviabilidade
da comunidade microbiana, sem associar diretamente a presenca do diesel.

Essa toxicidade parece ter se manifestado com a adicao do diesel, sugerindo uma
possivel correlacdo. O mecanismo desse processo permanece incerto, destacando a ne-
cessidade de estudos adicionais para confirmar essa correlagao e avaliar outras respostas,
como a producao de enzimas antioxidantes.

Para todos os tratamentos, houve um aumento na toxicidade ao longo do ensaio
(5,15 e 30 minutos). O elutriato de CaO, foi o que apresentou a maior toxicidade, com
valores de CE50 variando de 0,23% a 0,21% para os tempos de contato de 5 e 15 minutos,
respectivamente.

Isso pode ser atribuido ao aumento do pH ou a formacao de peréxido de hidrogénio,
conhecido por apresentar toxicidade elevada a bactéria luminescente (OLMEZ-HANCI,
ARSLAN-ALATON; DURSUN, 2014). Recomenda-se, portanto, o uso de concentragoes
baixas de perdxido, visando preservar a comunidade microbiana local.

O solo exibiu alta toxicidade, com um CE50 de 10,1% apds 5 minutos de contato,
provavelmente devido ao baixo pH. A adi¢ao de peréxido reduziu ainda mais o CE50 para
9,05%.

O biochar demonstrou uma redugao na toxicidade do solo, reforcando a importancia
previamente discutida neste estudo sobre o papel benéfico do biochar em solos tropicais

e acidos.

4.5.3 Artemia sp.

O ensaio ocorreu dentro da normalidade, sendo possivel avaliar a toxicidade dos
solos poOs tratamento na Artemia sp. Foi realizada uma contagem com 24h somente para
avaliar o andamento do ensaio, como considerado na norma que preconiza a realizacao
desse experimento (ABNT, 2021c). Porém o resultado estd apresentado no Grafico 21

com a mortalidade/imobilidade de Artemia sp. ap6s 48h de ensaio estd apresentada.
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Grafico 21 — Mortalidade das artémias apds
contato com elutriato do solo

inicial e pés-tratamento.

120 F a

100

100

0
(@)

W
(@)

Mortalidade ap6s 48h (%)
[\ D
o o

Legenda: Letras diferentes significam
diferencga estatistica (p<0,05)

Foi observada diferenca estatistica entre o branco e todos os tratamentos, o que
demonstra toxicidade para todas as amostras (ABNT, 2021c). E notdvel que o solo
inicial apresentou alta toxicidade, apresentando 100% de mortalidade, o que era esperado
dada a alta concentracao de hidrocarbonetos de petréleo e o baixo pH do solo, 4,56, no
encerramento do ensaio (vide Gréfico 22), bem abaixo do preconizado para a sobrevivéncia
do microcrustaceo (8,0 = 0,5) (ABNT, 2021c). O nivel de toxicidade do solo apds o
tratamento reduziu em todos os tratamentos, no entanto, ela nao pareceu relacionada
diretamente com a redugao de hidrocarbonetos.

Observa-se por exemplo que o tratamento com biochar reduziu de maneira sig-
nificativa a toxicidade, quando a remoc¢ao de hidrocarbonetos se encontrou préxima dos
controles. Isso reforga a possibilidade dos hidrocarbonetos terem permanecido imobiliza-
dos no biocarvao e o processo de produgao do elutriato nao foi capaz de solubilizar esses
contaminantes na agua, nao afetando significativamente as artémias.

O aumento do pH proporicionado pelo CaO, nos biorreatores foi observado no-
vamente nos elutriatos utilizados no ensaio, 8,46 e 8,36 para Pe e BP, respectivamente
(Gréafico 22). No entato, esse fator ndo pareceu afetar a toxicidade ja que o tratamento

com BP reduziu a mortalidade para 17,5% enquanto o outro reduziu para 40%, proximo
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do encontrado no controle abidtico.

Em solo contaminado por petréleo mantido por 30 dias em fase semi-sélida com
nutrientes e bioaumento, Maddela et al. (2016) realizou teste agudo com Artemia sp. com
duracao de 24h, observou uma reducao de 80,5% de toxicidade a Artemia sp. no solo para
28,2% de mortalidade. Os autores observaram relacao direta entre essa reducao com a

remocao de hidrocarbonetos.

Gréfico 22 — pH nos elutriatos do solo

durante teste com Artemia sp.
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4.6 Analise de componentes principais e correlagao

A primeira andlise de componentes principais (do inglés, PCA) foi realizada con-
siderando as varidveis fisico-quimicas (condutividade elétrica - CE, demanda quimica de
oxigénio - DQO, dureza, pH e salinidade) em todos os tratamentos durante todo o periodo
de execucao do ensaio. PCA ¢é utilizado para reduzir a dimensionalidade de um conjunto
de variaveis.

No Gréfico 23 estd apresentada a primeira representacao dessa andlise ("score
plot").



78

Grafico 23 — PCA aplicado as variaveis fisico-quimicas ao longo
dos 28 dias (1d, 14d, 28d) - Mapa de cargas fatoriais.
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Os vetores indicam as varidaveis do solo incluidas na PCA, e seu comprimento e
dire¢do indicam a magnitude e direcado em que contribuem para as duas dimensoes. Os
valores entre parénteses indicam a porcentagem da variacao no conjunto de dados original
que ¢ explicada pelos eixos PC1 e PC2.

Os componentes principais PC1 e PC2 explicam a variabilidade de 69,7% dos
dados. Nota-se que houve proximidade entre salinidade e CE, o que é explicavel pela
relacao entre esses dois parametros, ja que a presenca de ions na solu¢ao aumenta ambos
(CWT, 2004).

Alguns autores ja observaram correlacao positiva entre DQO e dureza em aguas
superficiais, no entanto, essa relagdo nao foi devidamente esclarecida (BHUYAN et al.,
2018; RAHMAN; HOSSAIN, 2020). No entanto, nao foi o caso no presente trabalho, onde
a correlacao resultou em 0,247.

Foi observada relevante DQO nos tratamentos com o CaQO,, biorreatores esses que
apresentaram alta dureza, tanto com quanto sem biochar. Isso pode ter influenciado na
semelhanca de comportamento entre essas variaveis quando realizada andlise de PCA.

No Grafico 24, estd apresentado o PCA do tipo "loadings plot".
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Grafico 24 — PCA aplicado as variaveis fisico-quimicas ao longo
dos 28 dias (1d, 14d, 28d) - Mapa de cargas fatoriais.
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E possivel observar extrema proximidade e até sobreposicio entre o controle e o
controle abidtico, demonstrando que a autoclavagem do solo nao alterou de maneira des-
tacada o comportamento dos parametros analisados durante o ensaio de remediac¢ao. Cor-
roborando com os resultados dos testes de Wilcoxon aplicado as variaveis fisico-quimicas
em que nao foi constatada diferenca estatisticamente significativa entre os controles.

Destaca-se ainda a distribuicao ampla dos dados do tratamento com biochar e
perdxido, demonstrando grande variabilidade entre os dados. Distribuicao semelhante foi
observada para o biochar. Esse padrao pode estar relacionado a presenca do biocarvao.
Essa amplitude pode ser explicada pela variacao dos parametros ao longo do tempo, que
foi mais proeminente do que nos controles e Pe.

Os dados do tratamento com biochar e peréxido aparentam estar equidistantes do
tratamento com biochar e com peréxido, demonstrando a influéncia dos dois nos resultados
obtidos.

Outra analise de componentes principais foi realizada considerando os parametros
fisico-quimicos no ultimo dia de ensaio (28d), além de concentragao final de HTPs no solo,
remocao de HTPs, mortalidade das artémias e inibi¢do da luminescéncia na bactéria V.
fischeri.

O grafico de PCA estéd apresentado no Gréfico 25.
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Grafico 25 — PCA aplicado as variaveis fisico-quimicas, respostas
ecotoxicologicas e concentragao de HTP no 28° dia -
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Os componentes principais PC1 e PC2 explicam 67,2 % da variabilidade dos dados.
Foi possivel observar proximidade entre a concentragdo de HTPs e mortalidade das arteé-
mias, demonstrando que esse fator influenciou de maneira significativa na toxicidade as
artémias. O pH apresenta comportamento oposto ao de HTP e mortalidade de artémias.
Dado o pH mais alto para a sobrevivéncia das artémias ser (8,0 = 0,5), o baixo pH no
sobrenadante indica que teve relacgao com a mortalidade desses microcrustaceos.

A inibi¢ao de luminosidade da bactéria apresentou comportamento oposto a DQO,
dureza e condutividade elétrica, indicando que quanto maior o valor desses parametros,
menor a inibi¢ao. Isso pode ser um indicio que a toxicidade pode estar atrelada a baixos
valores de dureza e CE nos tratamentos com perdxido. Com relagao a DQO, aparente-
mente nao teve efeito negativo para ambos os organismos analisados.

O segundo PCA estéd apresentado no Grafico 26.
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Grafico 26 — PCA aplicado as variaveis fisico-quimicas, respostas

ecotoxicologicas e concentragao de HTP no 28° dia -

Mapa de cargas fatoriais.
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Os dados pertencentes ao mesmo tratamento apresentaram proximidade, demons-
trando semelhanca entre os resultados. O comportamento foi semelhante entre os trata-
mentos. Ha uma sobreposicao do controle sobre o controle abidtico, tendo este tltimo
apresentado maior variacao entre os dados. O tratamento com perdxido também esteve
proximo dos controles. Pode-se observar que os tratamentos agrupados nos quadrantes a
direita, apresentaram menor toxicidade em Artemia e Vibrio e maior remogao de HTPs.

O tratamento com o biochar apresentou resultados mais distanciados. Assim como
no Grafico 24, os dados obtidos para o tratamento BP se aproximaram do Pe, demons-
trando a influéncia desse aditivo nos aspectos observados no ensaio de biodegradacao.

Foi elaborada uma matriz de correlacao de Kendall entre os resultados, porque a

distribuicao dos dados é nao-paramétrica, e esta apresentada no Grafico 27.
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Gréfico 27 — Correlagao entre os pardmetros fisico-quimicos (28d),

remocao de HTPs e efeitos ecotoxicoldgicos.
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Assim como na PCA realizada para o ultimo dia de ensaio (Gréfico 25), houve
uma correlacdo negativa entre pH e mortalidade de artémias (r=-0,57), e entre DQO e
a inibigdo da luminescéncia (r = -0,52). Além dessas, outras duas correlagdes negativas
ocorreram entre inibicdo de luminescéncia e condutividade elétrica (r = -0,53) e com
salinidade (r = -0,49). As duas correlagoes positivas mais relevantes da matriz foram
entre pH e dureza (r = 0,56), e condutividade elétrica e salinidade (r = 0,53). Nao houve

nenhuma correlagao forte entre as variaveis (r>0,7).
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CONCLUSAO

A proposta de biorremediacao, utilizando biochar proveniente de biomassa de eu-
calipto e peréxido de calcio, demonstrou eficacia na remocao dos HTPs presentes no solo
contaminado por diesel, apresentando uma notavel porcentagem de remoc¢ao quando com-
parada com o controle: 42+ 7% e 28 +10%, respectivamente. Observou-se que a aplicagio
de CaO4 causou um disturbio na microbiota do solo, inibindo o desenvolvimento de bac-
térias heterotroficas totais e degradadoras de diesel. A redugao dos hidrocarbonetos foi
atribuida a oxidagao quimica desencadeada pela adi¢ao de perdxido.

Os materiais aplicados, tanto o biochar quanto o peroxido de célcio, nao demons-
traram toxicidade para a alface, assim como a coaplicacao de ambos. Isso foi evidenciado
pelo indice de germinacdo, que atingiu 139,3% para o biochar, 86,16% para o CaO,, e
104,1% para a aplicacao conjunta de biochar e peréxido.

Esses resultados contrastam com os obtidos nos testes com V. fischeri, onde a
aplicacao isolada de peroxido demonstrou alta toxicidade, com um CE50 estimado em
0,23%. Entretanto, a co-aplicagdo de ambos, peréxido e biochar, ndo apresentou efeitos
prejudiciais para a bactéria marinha, quando adicionados ao solo.

Além disso, foi observada uma reducao na toxicidade para os organismos Artemia
sp. e Vibrio sp. apos os ensaios de degradacao de hidrocarbonetos em biorreatores
contendo CaO, e biochar, especialmente quando comparado com o solo inicial que causou
100% de mortalidade e 94,4 % de inibi¢ao de luminescéncia. Essa mortalidade foi reduzida
para 17,5%, e a inibicao foi para 23,57%. Concluindo que o tratamento foi eficiente na
reducao de toxicidade para os organismos estudados.

Para futuros trabalhos, ressalta-se a necessidade de mais estudos, especialmente
em condi¢Oes mais adversas, experimentos em campo e, em ultima instancia, a aplicacao
dessas técnicas no ambiente natural. Analises de sequenciamento da comunidade micro-
biana, assim como quantificacdo de espécies reativas de oxigénio seriam importantes para
o entendimento dos processos ocorridos durante o tratamento. E sugerido também que

sejam feitos ensaios ecotoxicologicos com organismos de mais niveis troficos.
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