UNIVERSIDADE FEDERAL DO ABC
CENTRO DE ENGENHARIA, MODELAGEM E CIENCIAS SOCIAIS APLICADAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA AMBIENTAL

Lilian Cristina Soares Silva

O EFEITO DO USO DE COMPOSITOS BIODEGRADAVEIS EM SOLOS
CONTAMINADOS COM GASOLINA

Dissertacao

Santo André — SP
2019



Lilian Cristina Soares Silva

O EFEITO DO USO DE COMPOSITOS BIODEGRADAVEIS EM SOLOS
CONTAMINADOS COM GASOLINA

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia
Ambiental da Universidade Federal do
ABC, como requisito parcial para obtencao
do titulo de Mestre em Ciéncia e
Tecnologia Ambiental. Linha de pesquisa:

Tecnologias Ambientais.

Orientador: Prof. Dr. Derval dos Santos Rosa

Coorientadora: Prof. Dr2. Elizabete Campos de Lima

Santo André — SP
2019



Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal do ABC
Elaborada pelo Sistema de Geracéo de Ficha Catalografica da UFABC
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Silva, Lilian Cristina Soares ] )
O EFEITO DO USO DE COMPOSITOS BIODEGRADAVEIS EM SOLOS
CONTAMINADOS COM GASOLINA / Lilian Cristina Soares Silva. — 2019.

123 fls. :il.
Orientador: Derval dos Santos Rosa

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal do ABC, Programa de Pos
Graduacé@o em Ciéncia e Tecnologia Ambiental, Santo André, 2019.

1. bioestimulacéo. 2. bioaumentacao. 3. BTEX. 4. polimeros
biodegradaveis. |. Rosa, Derval dos Santos. Il. Programa de Pds-Graduacgédo
em Ciéncia e Tecnologia Ambiental, 2019. Ill. Titulo.




Este exemplar foi revisado e alterado em relagao a versao original,
de acordo com as observagoes levantadas pela banca no dia da
defesa, sob responsabilidade unica do(a) autor(a) e com a
anuéncia do(a) orientador(a).

Santo André/SP 10 de Setembro de 2019

Assinatura do(a) autor(a): %
Assinatura do(a) orientador(a): 94«—%‘_
//




MINISTERIO DA EDUCACAO

Fundacio Universidade Federal do ABC

Programa de P6s-Graduagio em Ciéncia e Tecnologia Ambiental
Avenida dos Estados, 5001 — Bairro Santa Terezinha — Santo André — SP

CEP 09210-580 - Fone: (11) 4996-0017
pgcta@ufabce.edu.br

ATA DE DEFESA DE DISSERTACAO

No vigésimo oitavo dia do més de maio de dois mil e dezenove, as quatorze horas e trinta
minutos, no auditério 801-A, 8° andar do Bloco B, da Universidade Federal do ABC, no campus
Santo André, realizou-se a Defesa de Dissertagdo de Mestrado intitulada “O EFEITO DO USO
DE COMPOSITOS BIODEGRADAVEIS EM SOLOS CONTAMINADOS COM
GASOLINA?” de autoria da candidata Lilian Cristina Soares Silva, RA n° 131720010, discente
do Programa de P6s-Graduag@o em Ciéncia e Tecnologia Ambiental da UFABC. Concluidos os
trabalhos de apresentagdo e arguigdo, a candidata foi considerada PROVADLL - pela
Banca Examinadora.

E, para constar, foi lavrada a presente ata, que vai assinada pelos membros da Banca.

§ -*Qﬂ G Qo (Dei  Cllondso

'Prof.(a) Qr.(a) Lucia Helena Gomes Prof.(a) Dr.(a) Renata Colombo
: Coelho
Universidade Federal do ABC — Titular Universidade de Sdo Paulo — Titular

.(ajﬂod:'igo de Freitas Prof.(a) Dr.(a) Tatiane Araujo de Jesus
Bueno
Universidade Federal do ABC — Suplente Universidade Federal do ABC — Suplente

Prof.(a) Dr.(a) Demetrio Jackson dos
Santos
Universidade Federal do ABC — Suplente

r.(a) Derval dos Santos Rosé

&) Universidade Federal do ABC



MINISTERIO DA EDUCACAO

Fundagio Universidade Federal do ABC

Programa de P6s-Graduagio em Ciéncia e Tecnologia Ambiental
Avenida dos Estados, 5001 — Bairro Santa Terezinha — Santo André — SP

CEP 09210-580 - Fone: (11) 4996-0017
pgcta@ufabe.edu.br

FOLHA DE ASSINATURAS

Assinaturas dos membros da Banca Examinadora que avaliou e aprovou a Defesa de Dissertagdo
de Mestrado da candidata Lilian Cristina Soares Silva, realizada em 28 de maio de 2019:

f A d e

Prof. (a erval dos Santos Rosa (Universidade Federal do ABC) — Presidente

/Kt ¢ LVM» (s Q\Jé&

Prof.(a) Dr.(a) Lucia Helena bomes Coelho (Universidade Federal do ABC) — Membro Titular

Prof.(a) Dr.(a) Renata Colombo (Universidade de Sdo Paulo) — Membro Titular

Prof.(a) Dr.(a) Rodrigo de Frei,tfé Bueno (Universidade Federal do ABC) — Membro Suplente

Prof.(a) Dr.(a) Tatiane Araujo de Jesus (Universidade Federal do ABC) — Membro Suplente

Prof.(a) Dr.(a) Demetrio Jackson dos Santos (Universidade Federal do ABC) — Membro Suplente

&) Universidade Federal do ABC



DEDICATORIA

A Deus, que merece toda a gléria por
colocar pessoas tao maravilhosas no meu

caminho, me permitindo chegar até aqui;

A minha familia, alicerce que me sustenta

com companheirismo e apoio;

Aos que lutam pela defesa de um meio
ambiente saudavel, colocando este cuidado

acima dos seus interesses pessoais;
A todos os que acreditam e se esforcam
para que a interdisciplinaridade seja de fato

praticada nas instituicdes brasileiras.

Dedico a vocés esta conquista!



"O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagao de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de Financiamento 001”



AGRADECIMENTOS

A Deus, o meu Amado Senhor, que nunca me abandonou e se fez mais que
presente durante esta etapa de minha vida, me ajudando, abrindo o meu
entendimento e consolando o meu coragdo nos momentos dificeis. Obrigada por ser
0 meu amigo, 0 maior companheiro nesta tempestade de emocdes chamada
Mestrado; sem o Senhor eu realmente ndo conseguiria.

Ao meu esposo Renato Ramos da Silva, pelo amor, dedicacdo, paciéncia,
conselhos, companheirismo e incentivo. Vocé sempre fez o melhor para que eu
estivesse bem, abriu mdo do tempo a ti dedicado, para que eu chegasse até aqui.
Obrigada por ser essa pessoa linda, totalmente digna da minha admiracédo e amor.

A minha mae querida, Solange Neyde Soares, que eu tanto amo! A senhora
sempre foi 0 meu exemplo de que vale a pena batalhar para aprender mais. A
senhora passou por problemas de saude dificeis durante este processo, mas
finalmente estou tendo a honra de vé-la ao meu lado nesta conquista. Que Deus te
abencoe! (Mal sabia que ela viria a sofrer um AVC na semana seguinte, vindo a
falecer 3 semanas depois). Saudades para sempre ®.

Aos irmdos Edneide, Edna, Sirlei e Arnaldo, pelo encorajamento,
compreensao e oragdes; sei 0 quanto torceram por mim e me ajudaram, para que
este momento chegasse. As familias Franca, Oliveira, Bonani, Silva; estou grata a
todos vocés, por encherem a minha vida de alegria e serem tdo pacientes com
algumas das minhas auséncias nos encontros de familia e conversas do dia a dia.

Aos irmaos da Igreja Casa da Béncao do Parque Novo Oratério, pelas muitas
oracdes. Peco perdéo pelos momentos em que néo estive com vocés por causa dos
estudos, mas hoje posso dizer que valeu a pena.

A Universidade Federal do ABC, pela oportunidade de estudo e apoio.

As empresas que gentilmente cederam as matérias-primas para a pesquisa.

Aos mestres e técnicos de laboratorio: Barbara Alonso, Rogério Ramos e Ana
Paula Pagotti, por serem 0s primeiros incentivadores para que eu ingressasse no
mestrado e pelo apoio durante esta jornada. Ao meu chefe e Coordenador dos
Laboratérios Didaticos Secos, Wanderlei Soares dos Santos, pelo apoio e
compreensao durante todo o curso. Aos técnicos de Materiais: Arnaldo (meu irméao),
Wilson e Marilia, por permitirem que eu utilizasse o laboratorio didatico e pelo apoio

nas atividades.



A Profa. Dr2. Luiza Helena de Oliveira, pelo auxilio inicial, dicas de trabalho
durante a pesquisa, além de me permitir usar o Laboratério de Processos Biologicos.

Aos Professores Doutores: Lucia Gomes Coelho, Mércia Regina Domingues,
Renata Ayres Rocha, Renata Colombo e Rodrigo de Freitas Bueno, pelas
contribui¢cdes dadas durante as bancas de minha Qualificacéo e Defesa.

Aos colegas de pesquisa, Leonardo e Viviane, pela forca em momentos muito
importantes, com os seus compartilhamentos de informagdes, que possibilitaram que
eu avancasse na minha pesquisa. O apoio de vocés foi essencial para mim!

Aos colegas do laboratério de pesquisa (L803-1), os professores Jalio,
Cristina e Céssia, e os colegas Alana, Sueli, Mauricio, Renan, Anna, Rute, Priscila,
Jéssica, Alexandre, Rafaela, José Ricardo, Giovanni, Lucas, Leticia, Mari, Clara,
Lara e, em especial, o Daniel e o Paulo, que me auxiliaram bastante com a
preparacdao do material e 0s ensaios.

Ao Prof. Dr. Clovis Lucio da Silva, por toda a colaboracdo prestada no uso e
definicdo da metodologia com o uso do HPLC.

A Prof2, Dr2, Elizabete de Campos Lima, pelo profissionalismo, bom caréter,
parceria, prontiddo e permissdo de uso do HPLC. N&o apenas por isso, mas também
pelo carinho que sempre teve comigo ndo somente agora, mas desde 2007, quando
nos conhecemos; alegro-me muito por té-la como minha coorientadora.

Finalmente, com muito orgulho agradeco ao meu motivador e cuidador
temporario, Prof. Dr. Derval dos Santos Rosa. Lembro-me que o senhor disse logo
na nossa primeira conversa que o orientador deve ser como um pai, que sabe
proteger, apoiar, elogiar, mas também dar uns doloridos puxdes de orelha, quando
necessario. Passamos por TODOS esses momentos algumas vezes, mas sei que
tudo isso fazia parte de um moldar, para que eu aprendesse a pesquisar e me
tornasse uma pessoa melhor. O senhor fez com que eu chegasse até aqui ndo para
obter apenas um titulo de mestre, mas para que eu aprendesse a amar 0
conhecimento. O senhor & com certeza um modelo de como deve ser um orientador.
Obrigada por me aceitar em sua familia de jovens pesquisadores.

A todos os colegas que conquistei durante este tempo e que de alguma forma
caminharam comigo e fizeram desta jornada algo possivel.

N&o se constroi ciéncia sozinho!

O MEU CARINHOSO OBRIGADA!



“Por que vocé me chama bom
Mestre?’, respondeu Jesus. ‘Ndo ha
ninguém que seja suficientemente bom,

r»

a nao ser Deus.

Biblia (Lucas 18:19)



PRODUCAO CIENTIFICA E TECNOLOGICA DURANTE O PERIODO DO

MESTRADO

SILVA, L. C. S.; BUSTO, R. V.; CAMANI, P. H.; ZANATA, L.; COELHO, L. H. G
BENASSI, R. F.; ROSA, D. S. Biocomposites of starch: properties and their
impacts on aquatic environments. In: 8° International Symposium On Natural
Polymers And Composites (ISNAPOL), Sdo Pedro, S&do Paulo, Brasil, 2018.

SILVA, L. C. S.; ROSA, D. S.; SILVA, C. L.; LIMA, E.C. New methodology to
determine BTEX in soil samples by HPLC-DAD. In: SETAC Europe 28th Annual
Meeting, Rome, Italy, 2018.

OKAMOTO, A. B.; SILVA, E. R.; SILVA, L. C. S.; CORTES, M. A. S.; SANTOS, V. L.;
JESUS, T. A. Escassez hidrica em Sao Paulo e ma gestéo de recursos hidricos:
avaliacdo do indice de qualidade das aguas da regido do Alto Tieté (2014 -
2015). In: 82 Reunido de Estudos Ambientais, Porto Alegre, Rio Grande do Sul,
Brasil, 2018



RESUMO

O uso em grandes proporcbes de combustiveis de derivados de petroleo na
sociedade tem trazido preocupacdes, devido a impactos ambientais causados pelos
vazamentos destes nos solos. Nesse sentido, a gasolina, que possui dentre 0s seus
constituintes téxicos os compostos benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos
(conhecidos por BTEX), tem sido um dos principais poluentes dos solos de postos
de combustiveis, devido, em grande parte, a vazamento dos tanques de
armazenamento. Estudos tém sido realizados envolvendo técnicas que podem
contribuir para a mitigacdo deste impacto ambiental; uma delas é a biorremediacéo,
em que podem ser utilizadas substancias que irdo atuar como substratos,
contribuindo para o crescimento dos microrganismos degradadores de BTEX. O
trabalho em questdo propbs desenvolver um material composito, que atuard como
substrato, composto de polimero biodegradavel, constituido de amido termoplastico,
obtido da entrecasca de mandioca e de glicerina “loira”, misturados com minerais de
argila (zedlita e bentonita), e que, ap6s a sua aplicacdo, sera utilizado como agente
facilitador de biorremediacdo em solo contaminado com gasolina. Os aspectos
visuais, morfologia e propriedades mecéanicas das composicdes de amido
termoplastico (TPS) foram avaliados. Foi verificada a degradacdo obtida com a
adicdo de fungos Aspergillus fumigatus no solo contaminado, em um tempo de
tratamento de 30 dias. Os resultados mostraram que € possivel processar o amido
termoplastico com a entrecasca de mandioca e glicerina “loira”. Os ensaios também
mostraram a adsor¢cdo média de BTEX por parte do solo entre 23 e 30%. Os
materiais compositos contribuiram com o crescimento microbiano, com observacao

da reducéo de BTEX nos primeiros 4 dias de tratamento do solo.

Palavras-chave: bioestimulacdo, bioaumentacdo, BTEX, polimeros biodegradaveis.



ABSTRACT

The predominant use of petroleum-derived fuels in society has raised concerns, due
to environmental impacts caused by these leaks in soils. In this sense, gasoline,
which contains benzene, toluene, ethylbenzene and xylenes (known as BTEX)
among its constituents, has been one of the main pollutants of the soils of gas
stations, due in large part to the leakage of fuel tanks. Studies have been carried out,
involving techniques that may contribute to the mitigation of this environmental
impact; one of them is bioremediation, in which substances that act as substrates can
be used, contributing to the growth of BTEX degrading microorganisms. The work in
qguestion proposed the development of a composite material, which will act as a
substrate, composed of biodegradable polymer, consisting of thermoplastic starch
obtained from cassava peels and of “blond” glycerin, mixed with clay minerals (zeolite
and bentonite), which, after its application, will be used as facilitator agent of
bioremediation in soil contaminated with gasoline. Visual aspects, morphology and
mechanical properties of thermoplastic starch (TPS) compositions were evaluated.
The degradation obtained with the addition of Aspergillus fumigatus fungi in the
contaminated soil was verified in a treatment time of 30 days. The results showed
that it's possible to process the thermoplastic starch with the cassava peels and
“blond” glycerin, which the BTEX analysis by liquid chromatography is possible and
efficient. The tests also showed the average soil BTEX adsorption between 23 and
30%. The composite materials contributed to the microbial growth, observing the

reduction of BTEX in the first four days of soil treatment.

Keywords: biostimulation, bioaumentation, BTEX, biodegradable polymers.
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1. INTRODUCAO

A construgdo dos postos de gasolina no Brasil se intensificou a partir da
década de 1970, com a consolidagcédo das industrias automobilisticas no pais (Noel,
2010). A norma brasileira vigente nesse periodo era a NB-190/1972 e previa que 0s
tanques subterraneos de combustiveis fossem constituidos principalmente de aco,
com uma carcaga sem protecdo contra corrosdo, 0 que com o tempo acabou por
culminar em alguns danos. Com a promulgac¢éo da Lei de Crime Ambiental n°® 9605,
em 1998, as atividades de postos de combustiveis foram identificadas como
poluidoras potenciais e, posteriormente, com a edi¢cdo da Resolucdo CONAMA n°
273, no ano 2000, foi prevista a necessidade de licenciamento ambiental para os
postos de combustiveis, determinando que fosse feita uma alteracdo na construcao
dos tanques. A Norma ABNT NBR 13212/2004, que inseriu na constru¢cdo dos
tanques de aco carbono mais uma parede interna com resina termofixa reforcada
com fibras de vidro, foi revogada pela NBR 16161/2015, que regularizou o uso do
plastico reforcado com fibras de vidro.

A época que a legislacdo previa que as paredes dos tanques fossem simples
e constituidas unicamente de aco carbono, no mundo inteiro o prazo de validade
desses tanques era em torno de 5 anos, necessitando, a seguir, da realizacdo de
uma grande manutencdo ou mesmo substituicdo. No final da década de 1990, no
entanto, comegaram a ser notados no Brasil os impactos ambientais causados em
virtude da falta de manutencéo ou substituicdo desses tanques, que ja estavam em
uso had mais de 20 anos (Sandres, 2004). Nao poucas vezes foram observados
durante a troca desses tanques grandes vazamentos de combustivel em amplas
extensdes de solos contaminados, chegando por vezes a atingir lengois freaticos.

A gasolina possui uma constituicdo com diversos componentes, ou seja, é
uma mistura de mais de cem compostos quimicos e que pode variar de um campo
petrolifero para outro; por conseguinte, ha uma mudanca na sua COmMpOSICao
quimica e propriedades fisicas dependendo de regido onde se encontra. E, no
entanto, composta basicamente de uma mistura de hidrocarbonetos leves,
normalmente contendo constituintes quimicos de 4 a 12 atomos de carbono, e com
indice de octano de 35 a 95 (Petrobras, 2018).

Como principais constituintes da gasolina destacam-se 0s compostos

denominados de BTEX, que sédo benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos, os quais
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estdo presentes na gasolina em um percentual, em massa, por volta de 18%
(Trusek-Holownia, Noworyta, 2015). Estas substancias sao altamente toxicas, e
mesmo em pequenas concentracées podem causar doencas (Amaral et al. 2017). A
exposicao a BTEX a curto prazo pode causar anemia, dores de cabeca, disturbios
na capacidade cognitiva e de coordenacédo e outros distdrbios menores no sistema
nervoso que podem ser agravados com o aumento do tempo de exposigéo. A longo
prazo pode causar cancer, aberracdes cromossémicas, deterioracdo do sistema
nervoso central e insuficiéncias renal e hepatica se ingeridos (Bustillo-Lecompte,
Kakar, Mehrvar, 2018). Ao entrar em contato com o solo, além de contamina-lo,
esses constituintes poderdo rapidamente atingir o lencol freatico e, por
consequéncia, as aguas utilizadas para consumo humano (Balseiro-Romero, Kidd,
Monterroso, 2016),

Em decorréncia de um vazamento de combustivel pelo solo, a populacéo
pode sofrer sérias consequéncias em virtude da inexisténcia de informacdes
imediatas a respeito dos parametros da agua consumida, caso possua pog¢os em
sua residéncia ou se alimente dos peixes de um rio que esteja potencialmente
contaminado por combustiveis, e por essa razdo, podera adquirir doencas. Desta
forma, todo o sistema de transporte e acondicionamento de combustivel deve ser
feito de modo seguro, com manutencdes preventivas, de maneira a evitar possiveis
acidentes e quaisquer danos para a sociedade.

Com o intuito de mitigar o impacto ambiental causado no solo em virtude do
vazamento de combustiveis, tém sido aplicadas vérias técnicas de tratamento,
porém a maioria delas acaba ndo sendo viavel do ponto de vista econdmico,
cronoldgico ou ambiental. Desta forma, os estudos realizados atualmente visam ao
desenvolvimento de técnicas que relnam caracteristicas de baixo custo, com uso de
materiais que n&o comprometam a condicdo inicial do solo durante a
descontaminacéo e com tempo curto de acéo para que a pluma de contaminag&o no
subsolo seja contida imediatamente (de Boer, Wagelmans, 2016).

Em algumas das técnicas de remediacdo desenvolvidas costuma-se fazer uso
de microrganismos existentes no solo (biorremediacdo), que trabalham em
consércio, atuando em cometabolismo (Liu et al., 2011) para realizar a
decomposicdo do poluente. Como este processo acontece de maneira muito lenta,
se faz necessario acelera-lo, fornecendo nutrientes ao solo e proporcionando

condicbes que favorecam o desenvolvimento e multiplicacdo rapida destes
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microrganismos. Para favorecer o crescimento da comunidade microbiana, podem
ser aplicados produtos no solo que atuam como substratos (Berticelli et al., 2016).
Estes materiais sdo ricos em nutrientes e constituem uma espécie de suporte, a
partir do qual os microrganismos se alimentam, multiplicando-se.

Como forma de mitigar a contento o impacto ambiental no solo, o ndo
descarte de quaisquer materiais contaminantes é emergencial e providencial, haja
vista a grande quantidade de aterros sanitarios e lixdes espalhados pelo pais, porém
0 aumento populacional e crescente demanda de produtos industrializados apontam
para uma realidade que caminha em sentido oposto a isso, sendo assim, cria-se um
apelo pela elaboracdo de materiais, equipamentos e metodologias que agridam cada
vez menos 0 meio ambiente. Esta pesquisa aborda a criagdo de um novo material
gue tem como matriz o polimero biodegradavel denominado amido termoplastico
(TPS), com aplica¢des que permitirdo, apds 0 seu uso, ao invés de ser descartado
diretamente em um aterro ou entregue a outra forma de destinagdo sem o devido
tratamento, seja moido e descartado no solo, ndo Ihe causando danos. Além disso,
este mesmo material poderd vir a atuar como nutriente para 0 crescimento e
multiplicagcdo de microrganismos, que poderdo agir na biorremediagcdo de um solo

contaminado com gasolina, em um periodo de estudo de 30 dias.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Gasolina e seus impactos ambientais

A gasolina é um combustivel derivado do petréleo, toxica, composta por uma
mistura de hidrocarbonetos aromaticos, olefinicos e saturados; € insoluvel em agua
e volatil em temperatura ambiente. Apresenta alto poder de penetracdo no solo, que
pode variar dependendo da porosidade e forca de capilaridade apresentadas pelo
solo, da influéncia da forca existente entre as moléculas da argila e a gasolina, além
das caracteristicas microscépicas e as condicdes ambientais as quais 0 solo esta
submetido (Zhang et al., 2017).

Os compostos BTEX, que sdo hidrocarbonetos monoaromaticos, estédo
presentes na gasolina em um percentual de massa equivalente a 18%; estando

distribuidos em porcentagens conforme mostrado na Figura 1.

Figura 1: llustracdo da composicao de gasolina e os percentuais em massa e formulas
estruturais do BTEX

Benzeno

Gasolina

Tolueno
p-Xileno CH,

Hs

Xilenos
CHs 52%

Etilbenzeno

m-Xileno \ Lk

Hs
(31%) é‘c"“ o-Xileno CH,CH,

Etilbenzeno
CHs

CHy

(12%)

Fonte: Trusek-holownia e Noworyta, 2015 (Adaptado)

Em caso de contaminacdo do solo, sdo estes compostos, além de outros
também nocivos, que poderdo atingir os lencgois freaticos. A gasolina € nociva para
ambientes aquaticos, pois além de seu potencial toxico, a liberagdo de gasolina em
grandes quantidades se distribui em forma de uma fina camada que se dispersa
sobre a superficie da agua, provocando o sufocamento de animais, apresentando

ainda potencial de bioacumulagdo em organismos aquaticos (Petrobras, 2017).
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Ao longo de todo o trajeto de transporte, compreendido entre a extracdo de
petroleo das refinarias, quer seja por oleodutos aéreos ou submersos, quer seja por
meio de transportes terrestres ou maritimos, até a chegada do combustivel ao
consumidor final, existem diversos riscos de vazamentos de combustiveis, porém é
nos tanques de armazenamento dos postos que se da o acumulo de grandes
volumes de combustiveis, que estao disponiveis para que gradualmente seja feito o
abastecimento dos veiculos automotores. Caso ocorra algum rompimento no tanque
de combustivel (Figura 2), o vazamento permeara o solo em formato de pluma de
contaminacgao, podendo ser dispersa da seguinte forma: a) sofrendo processo de
biorremediacdo passiva; b) estando presente no solo como fase livre e/ou residual;
c) evaporando e atingindo a superficie do solo, contaminando o ar; d) migrando
pelos poros do solo, ficando confinada em tubulagdes de esgoto, podendo causar
explosdes; e) seguindo em direcdo a zona insaturada do solo, alcan¢ando o lencol
de 4guas subterraneas que abastecem os pocos domeésticos, centros distribuidores

de agua e outros corpos d’agua (Lima et al., 2017).
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Figura 2: Esquema ilustrativo mostrando como acontece a contaminacédo de solo e &gua por combustiveis.
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Fonte: Autora
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No Brasil € admitida atualmente, para a gasolina comum tipo C, a mistura de
18 a 27% de alcool etilico em sua composi¢cao, o que a torna ainda mais perigosa,
pois o0 BTEX se torna mais solUvel na presenca de etanol, podendo atingir mais
rapidamente os corpos hidricos. Experimentos realizados por Corseuil e Fernandes
(1999), comparando a gasolina pura com a gasolina comercial brasileira, mostraram
que a presenca de 10% de etanol na fase aquosa representa um aumento de 30%
na concentracdo total de benzeno, tolueno e xileno, concluindo que a elevacao da
concentracdo de etanol presente na gasolina pode potencializar o efeito de
cossolvéncia de BTX na &gua, tornando o processo de remediacdo ainda mais
oneroso. Por razbes como esta, 0s cuidados para evitar o vazamento de
combustiveis nos tanques devem ser cada vez mais intensificados.

Os vazamentos de combustiveis em solos tém crescido a cada ano. Esta
preocupacao torna-se maior, pois nem todos os tanques de combustiveis instalados
desde a época de 1970 foram substituidos até os dias atuais e, para agravar esta
problematica, muitos postos de combustiveis que encerraram as suas atividades
continuam com seus tanques soterrados e causando grande perigo (Sandres, 2004);
a corrosdo dos tanques de armazenamento que foram construidos sem um rigido
controle de qualidade podera gerar muitos outros sérios problemas ambientais.

Segundo a Agéncia Nacional do Petr6leo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP, 2017), o Brasil possui mais de 42 mil postos de combustiveis liquidos, sendo
gue quase 40% deles estdo concentrados na regido Sudeste. Em dezembro de 2017
a Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo — CETESB havia cadastrado 5.942
areas contaminadas e reabilitadas em todo o Estado de S&o Paulo, conforme pode
ser observado na Figura 3. Deste nimero, 4.284 (72%) correspondem a postos de
combustiveis (CETESB, 2019).
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Figura 3: llustracéo das &reas contaminadas e reabilitadas no Estado de S&o Paulo.
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As areas contaminadas sao classificadas, de acordo com o Regulamento da
Lei 13.577/2009, aprovado pelo Decreto 59.263 de 05/06/2013, da seguinte forma:
a) Contaminada em processo de reutilizacédo;
b) Reabilitada para uso declarado;
c) Em processo de monitoramento para encerramento;
d) Contaminada com risco confirmado;
e) Contaminada sob investigacao; e
f) Em processo de remediacao.

Desta forma, a CETESB fez a classificacdo para a atividade de posto de
combustivel, conforme ilustracdo da Figura 4, para as 4.284 &reas identificadas no
ano de 2017.

Figura 4: llustracéo da distribuicdo das areas contaminadas para postos de combustivel.

Contaminada em
processo de
reutilizagdo
67 Reabilitada para uso
declarado
798
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biorremediagdo
1151

sob investigacdo
384

Em processo de
monitoramento para

Contaminada com encerramento

risco confirmado 1269
615

Fonte: CETESB?, 2017 (Adaptado)

Em decorréncia de vazamentos de combustiveis transportados por meio de
oleodutos e também em postos de gasolina se faz necessario o estabelecimento de
parametros que monitorem o nivel de contaminacéo destes solos, a fim de que ndo
haja maiores problemas para o meio ambiente. A Tabela 1 faz referéncia aos valores

orientadores de BTEX, estabelecidos pela CETESB, para contaminacao em solo.
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Tabela 1: Valores orientadores de concentragdo de BTEX para solos no Estado de S&o Paulo, 2016.

Solo (mg.kg™ peso seco)
Substéncia Valor de Valor de Intervencdo
Prevencao Agricola Residencial Industrial
Benzeno 0,002 0,02 0,08 0,2
Tolueno 0,9 5,6 14 80
Etilbenzeno 0,03 0,2 0,6 1,4
Xilenos 0,03 12 3,2 19

Fonte: CETESB?®, 2018 (Adaptado)

2.2. Acidentes causados por vazamento de combustiveis

Em fevereiro de 1984, na cidade de Cubatdo — SP, o bairro Vila Soco foi
vitimado por um incéndio causado pelo vazamento de aproximadamente 700 mil
litros de gasolina. Vila Socé era um bairro constituido por palafitas, com cerca de 6
mil habitantes. A provavel causa do acidente foi devido a uma falha no fechamento
do registro dos dutos entre a Refinaria Presidente Bernardes e um de seus terminais
no porto de Santos; esses dutos passavam por debaixo das palafitas e um deles se
rompeu. Rapidamente a gasolina foi derramada pelo mangue e o fogo e se espalhou
por todo o bairro, levando a aproximadamente 300 oObitos (Ferreira, 2014).

Em abril de 1992 aconteceu em Guadalajara, México, um acidente decorrente
de vazamento de combustivel, devido ao gotejamento de dgua de uma tubulagéo
instalada sobre um oleoduto. Com a corrosao da tubulacdo do oleoduto, a gasolina
vazou pela rede de esgoto. Dois dias antes do acidente, os moradores das
proximidades alertaram as autoridades a respeito de um odor muito forte de gas que
estava sendo exalado pelos bueiros, mas devido a demora para que as providéncias
fossem tomadas, bastou uma faisca para causar uma sucessao de nove explosdes.
Somente apos as primeiras explosdes foi realizada a vistoria e limpeza nas redes de
esgoto e pluvial, para que as substancias combustiveis circulassem. As explosdes
alcancaram um trecho de 8 km de distancia e profundidades de 6 a 15 metros. O
acidente deixou 300 mortos e cerca de 1500 feridos (Zona de Risco, 2009).

Em 2002, quatro familias num condominio em Sobradinho — DF deixaram
suas residéncias por ter sido descoberto um vazamento de um tanque de gasolina
no posto de combustiveis ao lado, que permeou o solo e alcangou a agua que 0s
moradores retiravam de um poco artesiano. Dez anos apd0s a constru¢cao do posto

de combustiveis, as familias comecaram a sentir um cheiro forte na agua por eles
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consumida e apos a realizacdo da analise, foi detectada contaminacdo por benzeno
em 6 moradores, com um teor de benzeno na agua 2,5 vezes maior que o limite
permitido pelo 6érgdo regulador. Estudos mostraram que o limite maximo fora
atingido 16 meses antes da deteccdo do problema. Quatro meses apos, as familias
mudaram de residéncia; nesta ocasido o teor de benzeno havia subido
assustadoramente para 410 vezes o limite aceitavel. Foram diagnosticados como
efeitos de exposicdo ao benzeno: dores de cabeca, dores no corpo e problemas de
tireoide em alguns moradores. Estudos afirmaram que a probabilidade daquelas
familias desenvolverem cancer era 22 vezes maior que familias ndo expostas a
agua contaminada (Portal UnB, 2018).

Vazamentos em oleodutos tém ocorrido com grande frequéncia, ndo s6 por
falhas de manutencdo, mas também por causa de pessoas que destroem as
paredes das tubulacdes de oleodutos para furtar combustiveis. Em 1998, um
incéndio causado em um oleoduto da Nigéria provocou mais de 30 mortes. A causa
foi atribuida a ladrbes de combustiveis que atuam no pais (Lessa, 2000). Caso
semelhante aconteceu no Brasil, no Distrito de Mangaratiba — RJ, no ano de 2015,
quando um duto da Transpetro, que conecta a refinaria de Angra dos Reis a cidade
de Campos Elisios, foi violado em tentativa de furto. Foi calculado o derramamento
de 600 litros de combustivel, atingindo um corrego préximo; mesmo com a atuacao
das equipes de contingéncia, aproximadamente 50 litros do combustivel chegaram a

atingir o mar (Petrobras, 2015).

2.3. Técnicas aplicaveis para tratamento do solo contaminado com combustivel

Com o proposito de promover o tratamento dos solos contaminados por
combustiveis, diferentes técnicas tém sido desenvolvidas e utilizadas de acordo com
o tipo de solo e grau de contaminacéo encontrada. Dentre as técnicas conhecidas,
destacam-se:

- Extracdo de gas de solo (SVE): é uma técnica in situ, em que é bombeado vacuo

na zona insaturada do solo, removendo 0S compostos organicos que estao
presentes no subsolo na forma gasosa (Rao, Sultana, Kota, 2016);

- Air Sparging (AS): € uma técnica similar a SVE, em que o ar é injetado na zona de

saturacdo do subsolo, transferindo fisicamente os contaminantes volateis da fase

aguosa para a fase volatil (Rao, Sultana, Kota, 2016);
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- Lavagem do solo com processos gquimicos: a lavagem do solo por meio de
solventes organicos ou acidos, sendo que a adi¢do de alguns compostos quimicos,
como os surfactantes, pode tornar a dessorcado dos contaminantes mais eficiente (de
Boer, Wagelmans, 2016);

- Contencdo: envolve técnicas como solidificacdo, encapsulamento, vitrificacéo,
enfim, processos que promovem a formagao de barreiras que apenas imobilizam o
residuo, porém néo alteram o seu carater (de Boer, Wagelmans, 2016).

- Oxidacao quimica (ISCO): Substancias quimicas sao introduzidas no solo, a fim de

gue reajam com 0s contaminantes presentes, destruindo-os (Minetti et al., 2017).

Grande parte desses processos, no entanto, agride o meio ambiente, pois
apenas transferem o problema, a medida que o tratamento do solo gera outros
residuos que precisardo ser tratados posteriormente, além de causar o
empobrecimento do solo (Zhan et al., 2019).

A presente dissertacdo aborda o processo da biorremediacdo. Técnicas de
biorremediacdo, embora apresentem um tempo de tratamento de solo mais longo,
costumam apresentar baixo custo, além de serem mais ambientalmente amigaveis.

Biorremediacdo: € um processo de tratamento do solo e/ou agua, no qual se

faz uso de microrganismos, 0s quais irdo atuar diretamente no ambiente
contaminado, contribuindo para mitigar o impacto ambiental, transformando o
poluente. Os microrganismos utilizados neste processo podem estar presentes no
préprio ambiente ou ser incorporados, adaptando-se a ele (Dixit et al., 2015).

Para tratamento do solo contaminado, as técnicas de biorremediagdo podem
ser in situ ou ex situ. Na técnica in situ o solo é tratado no préprio local. O tratamento
ex situ, por sua vez, necessita da escavacdo e remocdo do solo contaminado,

transportando-o para o local do tratamento. Dentre as técnicas, destacam-se:

Tratamentos in situ:

- Biorremediacdo passiva ou atenuacdo natural: € o tipo de tratamento lento, que

ocorre naturalmente, sem reforcos que acelerem o processo de degradacdo do
poluente; neste caso os microrganismos nativos naguele meio sdo 0s que participam
da biorremediacédo. (Agnello et al., 2016; Guarino, Spada, Sciarrillo, 2017).

- Bioaumento ou bicoaumentacdo: & acrescentado ao solo contaminado maior

namero de microrganismos. A elevacao da populacdo microbiana no solo tem como
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objetivo efetuar com maior rapidez a degradacdo do contaminante (Yuan et al.,
2018).

- Bioestimulo ou bioestimulacdo: o crescimento da populacdo microbiana é

acelerado fornecendo-se condicbes favoraveis a esse acontecimento, tais como
aumento na disponibilidade de nutrientes, ajustes de pH, umidade, aeragédo e
controle da temperatura do solo (Jiang et al., 2016). A bioventilacdo: é uma técnica
de bioestimulo, na qual € injetado oxigénio no solo, a fim de estimular o aumento da
populacdo de microrganismos aerobios la presentes (Reginatto et al., 2012).

- Fitorremediacédo: corresponde a uma técnica de tratamento do solo que faz uso de
plantas apropriadas e microrganismos a elas associados para promover a remogao
de compostos organicos e metais do solo (Rajtor, Piotrowska-Seget, 2016);

- Landfarming: € uma tecnologia de biorremediacdo que consiste na mistura dos
residuos com a camada fértil do solo, com o intuito de promover as condi¢des para
que 0s proprios microrganismos presentes no solo promovam a degradacdo do
poluente (Silva-Castro et al.,, 2015). A biodegradacdo e/ou biotransformacgéao
acontece geralmente nos primeiros 20 cm de profundidade no solo. E possivel fazer
a adicao e mistura de nutrientes e umidade, no intuito de favorecer o bioestimulo

(Guarino, Spada, Sciarrillo, 2017).

Tratamentos ex situ:

- Biopilhas: O solo é retirado e misturado com aditivos organicos, como cavacos de
madeira, restos animais e vegetais, para aumentar a porosidade do solo e facilitar a
acao dos microrganismos. O solo é entéo disposto em biopilhas, onde acontecera a
metabolizacdo dos constituintes do petréleo. A oxigenagcdo destas pilhas pode
acontecer por meio do revolvimento peridédico do solo, recebendo o nome de
compostagem, ou entdo de maneira estatica, por aeracdo a VAcuo Ou convecgao
forcada (Baldan et al., 2015).

- Processos de digestdo anaerébia: correspondem a processos de biorremediagéo

gue acontecem em ambientes sem oxigénio dissolvido, no qual se utiliza consércios
de bactérias, que irdo fazer a digestdo anaerObica por meio de varias
transformacdes bioguimicas (Mohee, Mudhoo, 2012). Estes processos podem ser
feitos em conjunto com outros processos, com a participacao, inclusive, de

microrganismos aerébios (Cassidy et al., 2015; Yoshikawa, Zhang, Toyota, 2017).
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2.3.1. Solo contaminado e microrganismos atuando na biorremediacéo

O solo por si s6 € capaz de atenuar naturalmente os efeitos de sua
contaminagdo por combustiveis, pois em sua constituicdo ja apresenta alguns
microrganismos e nutrientes que atuam no processo de biorremediacédo, no entanto,
este tratamento € muito lento, como citado anteriormente. Este tratamento natural
poderia ndo impedir 0 alcance da por¢ao de 4gua subterranea, caso a contaminagao
do solo fosse de grande proporcdo. Desta forma, faz-se necessario, em muitos
casos, que este processo seja acelerado (Brown et al., 2017).

O solo, que é rico em minerais, apresenta uma composi¢ao vasta, repleta de
microrganismos que realizam a degradacdo de compostos téxicos. Fungos e
bactérias sdo capazes de degradar os hidrocarbonetos, porém essa variedade pode
ser reduzida com a presenca de hidrocarbonetos de petréleo no solo, devido a
competicdo entre os microrganismos que fardo a degradacdo do poluente, ou
mesmo pela destruicdo de alguns microrganismos menos resistentes a acao dos
componentes da gasolina, além de alguns fatores limitantes, tais como pH,
temperatura, salinidade, umidade e disponibilidade de nutrientes no solo (Brown et
al., 2017). A Tabela 2 indica a proporcdo de bactérias, actinomicetos e fungos

presentes no solo até 145 cm de profundidade.

Tabela 2: Distribuic&o de microrganismos no solo de acordo com a profundidade.

Microrganismos / 1000 g de solo

Profundidade - » Algas
Bactérias Bacterias . , , .
(cm) o - Actinomicetos Fungos (incluindo
Aerdbias Anaerbbias . L.
cianobactérias)
3a8 7800 1950 2080 119 25
20 a 25 1800 379 245 50 5
25 a 40 472 98 49 14 0,5
65 a 75 10 1 5 6 0,1
135 a 145 1 0,4 - 3 -

Fonte: Moreira & Siqueira, 2006 (Adaptado)

Dentre os fungos estudados, merecem destaque espécies do género
Aspergillus, cuja eficacia tem sido comprovada na remocéao de produtos de refinaria
de petroleo, tais como a gasolina. Dentre eles, o Aspergillus fumigatus se mostrou
eficiente na degradacéo do octano (Dhar, Dutta, Anwar, 2012) e na metabolizacéo

do fenol (Gerginova et al., 2013; Sivasubramanian, Namasivayam, 2015).
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Ye et al. (2011) isolaram, de uma amostra de solo contaminado nas
proximidades de um posto de gasolina, uma cepa degradadora de antraceno e que
continha o A. fumigatus. Foi preparado um meio de cultura contendo sais e
inoculado o A. fumigatus; também foram adicionadas algumas substancias, dentre
elas o0 benzeno e o tolueno, as quais funcionaram como substratos. Foi observada
uma alta eficiéncia na biodegradacdo do antraceno com o pH entre 50 e 7,5 e
temperatura de 30°C. Também foi observada a capacidade do A. fumigatus utilizar
alguns hidrocarbonetos aromaticos como benzeno, tolueno e fenol, como fontes de
carbono e energia, mostrando, desta forma, a ocorréncia da biodegradacao desses
compostos.

Em um estudo realizado com solo altamente contaminado com HPA
(hidrocarbonetos policiclicos aromaticos), em uma coqueria em Pequim, foram feitos
testes utilizando trés tipos de abordagens: a) bioaumento, b) bioestimulo e c) juncéo
das duas técnicas, ou seja, bioaumento + bioestimulo. Como resultado, verificou-se
gue na amostra controle, a reducdo de HPA foi de 23,4%, ao passo que com a
bioaumentacdo houve reducdo em 26,82% e 33,9% no bioestimulo. A juncéo das
duas técnicas apresentou reducdo em 43,9%, mostrando que a eficiéncia de
degradacdo do HPA é maior unindo as duas técnicas do que de modo separado
(Sun et al., 2012).

A utilizacdo de dois processos de degradacdo de poluente também foi
estudada por Guarino et al. (2017), em que foi feita a coleta de amostras de solo
contaminado de wuma refinaria desativada, avaliando experimentalmente a
degradacéo de hidrocarbonetos totais de petréleo sob as técnicas de: a) atenuacao
natural, b) landfarming e c) landfarming + bioaumento. Apdés 90 dias, para as
amostras mais poluidas, foram obtidas as redu¢bes de hidrocarbonetos totais de
petréleo em 86% para landfarming + bioaumento, 70% para landfarming e 57% para
atenuacao natural.

Cascas de coco, que sao utilizadas em processos de compostagem, foram
consideradas em uma pesquisa realizada por Stahelin et al. (2018), almejando a
remocao de benzeno e tolueno. Foi utilizado carvdo ativado a base de casca de
coco, dado o seu comportamento adsorvente. A temperatura ambiente, foram
observadas remocdes de 1,1 mmol.g™ de benzeno e 1,8 mmol.g™* de tolueno. Ao ser
alcancado o equilibrio cinético de adsor¢cdo, em até 60 minutos, os melhores

resultados em termos de remocéo de benzeno e tolueno foram de 2,05 mmol.g*
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para o benzeno e 2,04 mmol.g™ para o tolueno, mostrando eficiéncia no processo

com a introdugéo da casca de coco.

2.4. Materiais auxiliares na biorremediacéo de solos contaminados com gasolina

As pesquisas anteriormente citadas corroboram a importancia da unido de
técnicas de biorremediagcdo, acrescentando elementos quer poderdo melhorar o
desempenho deste processo. Com esta finalidade, este estudo faz uso de materiais
compositos constituidos pelo polimero biodegradavel amido termoplastico e minerais
de argila (bentonita e zedlita), atuando na biorremediacdo de solos contaminados
com gasolina.

O termo compésito (Figura 5) pode ser entendido como sendo uma
substancia formada por dois ou mais materiais, obtendo-se propriedades que nao
seriam obtidas nestes materiais isoladamente, apresentando, portanto, uma
melhoria em sua performance (Fleischer et al., 2018). Podem ser interpretados

também como compostos ou conjugados.

Figura 5: Representacdo de um material compoésito

——+ =

Reforgo Matriz Material compadsito

Fonte: Kumar, Lohchab, 2016 (Adaptado)

Os materiais compodsitos, atualmente, possuem uma ampla gama de
aplicacOes, se destacando nas industrias de construcdo civil, quimicas, téxteis, de
componentes eletronicos, porém sdo as industrias automobilisticas que fazem
grande parte do uso destes materiais (Fleischer et al., 2018). Neste estudo, 0 amido
termoplastico atua como matriz que fornecera carbono para o crescimento dos
microrganismos; no entanto, polimeros biodegradaveis, de uma forma geral,
possuem baixa resisténcia mecanica. Neste estudo, o reforco com os minerais de
argila, além de proporcionar maior resisténcia mecéanica ao material, deve auxiliar no
processo de adsorcao do poluente e assim tornar a biorremediacdo mais efetiva,
devido a acdo de seus materiais adsorventes.
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2.4.1. Utilizacao de subprodutos da agroindustria como auxiliares de biorremediacéo

Com o crescente incentivo ao agronegocio no Brasil, tem se intensificado o
descarte de rejeitos oriundos da agroindustria; estes geralmente possuem elevada
perecibilidade, necessitando, portanto, de uma rapida destinagdo (Carvalho, Pisano,
2017). Pensando no ganho ambiental obtido da utilizacdo de residuos na elaboracao
deste projeto, optou-se pelo aproveitamento de residuos das industrias de biodiesel
e das fecularias para o processamento de um amido termoplastico (TPS).

O TPS é um polimero biodegradavel, ou em uma forma mais rustica de
expressdo, um plastico de amido com rapida degradacdo no ambiente; logo, os
microrganismos presentes no solo serdo responsaveis por sua degradacdo. O amido
apresenta, ainda, alta permeabilidade ao vapor de agua (Liu et al., 2016), uma
caracteristica que contribui para a fixagdo de microrganismos que irdo atuar na
biorremediacdo do solo contaminado. Atualmente possuem aplicacdo mais voltada
para o setor de embalagens e descartaveis. Conforme pode ser notado na Figura 6,
o amido termoplastico tem sido bastante utilizado em produtos descartaveis, como
embalagens para alimentos, sacolas, copos e até talheres, pois a permeabilidade
em agua e a baixa resisténcia que este material possui restringem a sua aplicacéo,

porém o seu uso do ponto de vista ambiental é bastante atrativo.

Figura 6: Algumas aplicagdes do amido termopléastico.

Fonte: Avani Eco, 2019 (Adaptado)

O amido é um polissacarideo constituido de cadeias de amilose (cadeia linear

de glicose) e amilopectina (cadeia ramificada de glicose), cuja propor¢cao variar,



41

dependendo da fonte. No amido obtido da mandioca, o teor de amilose é de 17% e o
de amilopectina, 83% (Food Ingredients Brasil, 2015).

As moléculas de amilose e amilopectina estdo distribuidas na estrutura do
grao de amido, de maneira que sejam observadas as fases cristalina e amorfa ao
longo de todo o grdo. Como ilustracdo, na Figura 7 é possivel observar como ocorre
o0 crescimento do grdo de amido de ervilha. Na parte superior da figura séo
mostrados: (a) granulos de amido vistos no MEV; (b) crescimento de anéis em um
grdo quebrado de amido, vistos nho MEV; (c) estrutura de bloqueio reveladas por
Microscopio de Forca Atdmica (AFM); (d) até (f) representam, respectivamente, as
estruturas de super hélice, lamelar, helicoidais duplas em que se da o crescimento
do granulo de amido; moléculas de (g) amilopectina e (h) amilose. O granulo de
amido é esquematizado a seguir, indicando a presenca de fases cristalinas e

amorfas.

Figura 7: Estrutura de um grdo de amido.

Granulos Crescimento Estruturas de Super hélice  Lamelas Dupla hélice AMP AML
de aneis bloqueio - oo o

Fase cristalina
(Amilopectina)

E 5.9 .v‘.ﬁ"‘q
Nucleo de % 'Wa‘m Fase amorfa
crescimento ip Vho (Amilose)

Fonte: Wang et al., 2015 (Adaptado)

O TPS é processado sob a acao de presséo e temperatura, que varia de 90 a

180 °C. Como o amido possui uma estrutura granular e semicristalina, apresentando
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temperatura de fusdo acima de sua temperatura de degradacdo, para torna-lo
moldavel e flexivel sem que ele degrade, sdo adicionados plastificantes (geralmente
agua ou glicerol), os quais contribuem para baixar o seu ponto de fusdo (formacéo
de ponto eutético). Sob a acdo da pressdo e temperatura e na presenca do
plastificante, os grdos de amido se rompem, liberando moléculas de amilopectina
(que confere a cristalinidade ao amido) e amilose. Neste ponto o amido é fundido,
dando origem ao amido termoplastico (Corradini et al., 2007).

Para a composi¢cdo do TPS no presente estudo, optou-se pela utilizacdo de
subprodutos da industria agropecuaria. Como fonte de amido foi escolhida a
entrecasca de mandioca. Como fonte de glicerol e plastificante, foi escolhida a

glicerina “loira”.

2.4.1.1. Mandioca

Segundo a FAO - Food and Agriculture Organization (2017), o Brasil é
atualmente o terceiro maior produtor mundial de mandioca, com uma produgéo
anual por volta de 20 milhdes de toneladas. O Pais esta apenas abaixo da Nigéria,
com uma producdo acima de 57 milhdes de toneladas, e da Tailandia, com uma
producdo anual acima de 31 milhdes de toneladas de mandioca. A Figura 8 mostra

by

um levantamento realizado pelo IBGE (2019), referente a producédo anual de

mandioca cultivada no Brasil, desde 2006 até 2018.

Figura 8: llustracdo da producao anual brasileira de mandioca no periodo de 2006 até 2018.
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Fonte: IBGE, 2019 (Adaptado)
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Aproximadamente 18% da producgé&o de mandioca se refere a cascas (2 a 5%)
e entrecascas (13%). Além desses, hao de ser considerados os subprodutos como a
crueira, que é um residuo constituido dos restos das raizes e entrecascas, e
também a varredura, que corresponde a farinha de mandioca que cai pelo chao da
fabrica ao longo do dia de trabalho (Cereda, 2000; Cereda, 2003). Estes
subprodutos geralmente s&o inutilizados pelas fecularias, tendo como destino o
descarte ou aproveitados como complemento alimentar na forma de farelos para
consumo animal.

A casca de mandioca foi o residuo agroindustrial utilizado neste estudo,
atuando como biossorvente. Sua eficdcia tem sido comprovada na remoc¢do de
metais pesados toxicos e pesticidas contidos na agua e no solo (Kosasih et al.,
2010; Simate, Ndlovu, 2015). Pouco tem sido relatado a respeito da atuacdo da
casca de mandioca como auxiliar em biorremediacéo, porém é conhecida a eficicia
do amido, seu principal constituinte.

De acordo com Cereda (2000), enquanto a raiz de mandioca desidratada
fornece aproximadamente 85% de amido, a entrecasca da mandioca desidratada
fornece um teor significativo de amido, em torno de 58%, 0 que torna 0 seu uso

interessante como agente formador do amido termoplastico.

2.4.1.2. Glicerina “oira”

A fonte de glicerol utilizado neste estudo é um residuo agroindustrial derivado
do processamento do biodiesel, sendo conhecida como glicerina “loira”, que leva
este nome por apresentar coloracdo marrom a amarelada. No Brasil,
aproximadamente 75% do biodiesel € proveniente da soja e 20% do sebo bovino.
Existem usinas produtoras deste combustivel em todas as regides do Brasil, sendo
as regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul as maiores produtoras do pais.

A Lei 11.097/2005' introduziu o uso do biodiesel na matriz energética,
monitorando ao longo dos anos o0s percentuais minimos de adicdo deste
combustivel ao diesel mineral. De acordo com a Figura 9, é notado no decorrer dos
anos uma elevacéao tanto na producao de biodiesel no Brasil como na proporcéao de

biodiesel acrescentado no diesel comum. Na figura em questdo existe um trecho

! Disp6e sobre a introducdo do biodiesel na matriz energética brasileira; altera as Leis nos 9.478, de 6 de agosto
de 1997, 9.847, de 26 de outubro de 1999 e 10.636, de 30 de dezembro de 2002; e da outras providéncias.
Disponivel em: http://www.planalto.gov.br/ccivil 03/ ato2004-2006/2005/Lei/L11097.htm
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compreendido entre janeiro de 2006 e dezembro de 2007, em que o uso de biodiesel

era opcional e, a partir de entdo, o uso passou a ser obrigatorio.

Figura 9: Producé&o anual de biodiesel no Brasil e percentual adicionado de biodiesel no diesel.
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Fonte: ANP - Agéncia Nacional de Petrdleo e Biocombustiveis, 2019 (Adaptado)

Um esquema de producdo do biodiesel esta ilustrado na Figura 10. Na
producdo de biodiesel sdo gerados aproximadamente 10% (em massa) do
coproduto glicerina bruta, que, por apresentar impurezas como agua, metanol e
material organico, apresenta valor pouco atraente economicamente. A glicerina bruta
apresenta, geralmente, um teor de pureza abaixo dos 30%, a glicerina “loira” possui
uma pureza em torno de 80%, enquanto a glicerina bidestilada ou de grau
farmacéutico apresenta pureza por volta de 99,5% (Biodiesel, 2010). Quanto maior o
teor de pureza da glicerina, maior torna-se o 6nus para realizar a purificacao e,
portanto, tém sido buscadas alternativas visando promover o uso sustentavel da
glicerina “loira” e principalmente da glicerina bruta, evitando que fiquem estocadas
nas instalacbes das usinas produtoras de biodiesel. Algumas das solucdes
apresentadas, todavia, apenas transformam este residuo em outro tipo de

contaminante, transferindo o problema, ao invés de resolvé-lo.
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Figura 10: Fluxograma do processo de producédo de biodiesel, que ilustra a etapa da producéo
de glicerina loira.
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Jun et al. (2017) utilizaram o residuo da glicerina do biodiesel como matéria
prima na producéo de bioetanol. Para isso, foi imobilizado com alginato de sédio o
microrganismo Enterobacter aerogenes ATCC 29007, um excelente produtor de
metanol. Foi também utilizado um tanque reator com agitacdo continua, onde foi
adicionado um meio de cultura composto por 12 g.L™" de residuos de glicerol,
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6,5 g.L™* de peptona, 3,8 g.L™* de sulfato de aménio e 2,1 g.L™ de citrato desidratado.
Durante a biofermentagdo do etanol, foram controladas a velocidade de rotagao,
temperatura e pH no reator, com coleta de amostras a cada 24 horas. Para avaliar
as concentracoes de etanol e glicerina foi utilizado o cromatografo liquido. Utilizando
glicerina pura, nas melhores condi¢cbes foram produzidos 5,38 g/L de etanol e 0,96
mol de etanol / mol de glicerol, porém com o residuo da glicerina a producéo foi de
5,29 g/L de etanol e 0,91 mol de etanol / mol de glicerol, indicando, entéo, que esta é
uma alternativa eficiente de obtencao de bioetanol.

Nartker et al. (2014) propuseram uma aplicacdo como fonte de energia para a
glicerina do biodiesel. Com o intuito de elevar a producdo de gas e do teor de
metano no biogas, a glicerina foi utilizada como um cossubstrato no interior de um
digestor anaerdobio com lodo de esgoto primario, com agitacdo continua, em
porcentagens que variaram de O a 60% da carga organica. Com uma taxa de
carregamento de 25 a 60% de glicerol foram obtidos os melhores resultados, porque
nesta faixa foi obtida uma producéo de gas que variou de 82 a 280% em relacdo a
producdo do biodigestor sem a glicerina. Com a obtencdo destes resultados, os
autores recomendaram a glicerina de biodiesel como matéria-prima para otimizar a
producédo de biogas e consequentemente elevar o fornecimento de energia.

Sabendo que o glicerol possui um conteudo energético interessante como
gerador de calor, Bartocci et al. (2018) estudaram o aproveitamento da glicerina do
biodiesel como uma forma de utilizar esta energia no préprio processo de
transesterificacdo do biodiesel. Para facilitar a alimentagdo do forno reator rotativo, a
glicerina foi misturada a p0 de serragem de madeira e peletizada, a fim de ser
utilizada como combustivel sélido. Os ensaios foram feitos com composi¢cdes de 20
e 40% em peso de glicerina para 80 e 60% de serragem moida e uma composicao
de 100% de po de serragem e outra contendo 100% de glicerina (estas duas ultimas
apenas como comparativo), obtendo-se para as amostras contendo p6 de serragem
os pellets de 6 mm de didmetro. Para a peletizacao, foi observado que quanto menor
a porcentagem de glicerina, maior a durabilidade, sendo assim, a variacdo de 20%
de glicerina obteve melhor desempenho energético e durabilidade em relacdo a
composicédo de 40%. A medida que se aumentou o teor de glicerina, elevou-se a
producdo de gas nas amostras testadas, porém as composicdes de 20 e 40%
apresentaram valores iguais para valor maximo de aquecimento do gas obtido pela

combustéo do pellet, cerca de 14 MJ.kg™.
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2.4.2. Bentonitas e zedlitas como auxiliares na biorremediacao

Argilas sao conjuntos de minerais abundantes na crosta terrestre, conhecidas
por apresentarem granulometria extremamente fina. S8o constituidas basicamente
de argilominerais (silicatos de aluminio hidratados) como caulinita, montmorilonita
(bentonita), ilita e, geralmente apresenta outros minerais a ela associados, como
quartzo, mica, zeolitas, além de impurezas como a matéria organica. Bentonitas séo
argilominerais e zedlitas minerais de argila; ambas sdo conhecidas por apresentar
elevada capacidade de troca de cations (CTC), que € uma propriedade importante
para auxiliar na degradacao de poluentes.

A CTC se refere a condicdo que os argilominerais possuem de manter certos
ions aderidos a sua superficie, entre as camadas e canais de suas unidades
estruturais, com a possibilidade de permutacdo com outros céations e anions
geralmente em meio aquoso, sem que haja modificacdo na sua estrutura cristalina
(Santos, 1989). Na Figura 11 € ilustrada a ligacdo dos aluminossilicatos presentes
em bentonitas e zeolitas, que lhes fornecem um arranjo estrutural de forma a

favorecer a troca catidnica.

Figura 11: Estrutura da zedlita e da montmorilonita.
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Fonte: Ubowska, 2010; Noroozi et al., 2018 (Adaptados)

Esta troca acontece ao redor dos tetraedros de silicio na estrutura dos
argilominerais, porém sem causar alteracbes no empacotamento estrutural dos

mesmos. Bentonitas sdo argilominerais e possuem, portanto, esta propriedade. Nos
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argilominerais, os cations trocados geralmente sdo Li*, Na*, K*, Rb*, Cs*, Mg*",
Ca?*, Ssr**, Ba®*, Hs0" (Santos, 1989). A Tabela 3 apresenta os valores de CTC para

alguns minerais encontrados nas argilas, medidos com pH=7.

Tabela 3: Minerais de argilas e seus valores de CTC.

. : : CTC
Minerais de argilas (Mili-equivalentes /
grama)
Caulinita 3al5
Haloisita di-hidratada 5a10
Haloisita tetra-hidratada 10 a 40
Montmorilonita (bentonita) 80 a 150
llita 10 a 40
Vermiculita 100 a 150
Clorita 10 a 40
Zeolita 100 a 300

Fonte: Santos (1989)

As montmorilonitas possuem espacos entre as suas lamelas (camadas). As
zedlitas, embora ndo estejam organizadas em lamelas, possuem uma estrutura com
bastantes espacos vazios, passiveis de trocas de cations. Tanto nas zedlitas como
nas montmorilonitas, estes espacos vazios Ihes conferem um carater hidrofilico, que
possui grande importancia, no sentido de contribuir com o0 crescimento e a
manuten¢ao da microbiota.

A matéria organica, que esta presente no solo e também nas argilas em geral,
promove uma elevacdo da CTC, proporcionando aos solos argilosos uma maior
capacidade de retencdo de agua em relacdo aos solos mais arenosos. Estas séao
caracteristicas importantes no sentido de favorecer a retencdo de nutrientes que
auxiliardo no crescimento das plantas e também na elevacdo e diversificacdo da
populacdo microbiana (Liddicoat et al., 2018). Os argilominerais também realizam,
em grau inferior, troca anidnica, possuindo como principais anions SO.2, PO.?,
SiO4* e NO3'. Esta troca ocorre, na maior parte das vezes, em casos de substituicdo
dos ions OH" e fixacdo de fosfatos, o que € interessante para a fertilidade dos solos
(Santos, 1989).

Alguns argilominerais e minerais comumente presentes na argila sao

utilizados como agentes que elevam o poder de remocdo dos compostos da
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gasolina, porque estes materiais podem ser adicionados no solo, contribuindo para a
elevacdo da adsorcdo de dgua na superficie e na unidade estrutural dos gréos, em
alguns casos diminuindo a viscosidade do solo contaminado (facilitando a extracéao
do solo contaminado por meio do bombeamento do mesmo) ou estimulando o
crescimento dos microrganismos, favorecendo a sua atuacdo na degradacao da
gasolina (Misaelides, 2011; Ugochukwu, Manning, Fialips, 2014; Duman, Tung,
Polat, 2015). Muitos estudos envolvendo esta propriedade estédo voltados para o uso
de matérias primas com granulometria em fracdo nanométrica, como € o caso das
argilas organofilicas. A abordagem dada a esta pesquisa, no entanto, visa a
avaliacdo da eficiéncia de remocao do poluente, porém com o uso de minerais com

tamanho de grdos em fracdo micrométrica.

2.5. Aimportancia da realizacdo de ensaios com o material compadsito

A aplicacdo de um determinado material est4 atrelada a propriedade inerente
a ele. Por esta razao, é fundamental que sejam feitos alguns ensaios que mostrem a
sua capacidade de reproduzir resultados que indiqguem a sua condicao futura de uso.
Devido a possibilidade do material desenvolvido ter uma aplicacdo dupla, ou seja,
sendo inicialmente um produto utilitario que, apds o seu descarte, serd novamente
processado para atuar como um contribuinte para a reducdo de impacto ambiental,
foram realizados ensaios com o material compdsito isoladamente e, posteriormente,
observando a sua atuacdo como auxiliar na biorremediacédo de um solo contaminado
com BTEX.

2.5.1. Ensaios de tracéo

Os ensaios de tracdo visam a observacdo do comportamento mecanico das
amostras de polimeros, que ira embasar a atribuicdo das possiveis aplicacdes para
0S materiais que estdo sendo caracterizados. Estes ensaios sdo aplicados em

corpos de prova poliméricos e avaliam as propriedades mecéanicas de resisténcia
maxima de tracdo (Omax), alongamento na ruptura (€) e médulo de elasticidade (E)

das amostras. A Figura 12 representa graficamente as trés propriedades mecanicas
de tracdo, exemplificando o comportamento de um corpo de prova obtido de um

polimero semicristalino, quando submetido a um ensaio de tracao.



Figura 12: Representacédo daregido de um polimero semicristalino, na
qual é possivel obter o mdédulo de elasticidade.
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2.5.2. Angulo de contato
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Angulo de contato (Figura 13) é uma técnica utilizada para estudar a energia

solvente (no caso, a agua) é depositada sobre um substrato (a amostra de TPS).

Figura 13: llustracdo de valores de angulo de contato e graus de molhabilidade.
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livre de superficie e a molhabilidade das amostras; € obtido por andlise de imagens
em que € medido o angulo limite (tangente) formado entre a superficie da amostra e

a gota formada sobre a amostra (Romero-Bastida et al., 2016) quando a gota de um
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A molhabilidade se refere ao primeiro estagio de contato da amostra soélida

com 0 meio aquoso e esta relacionada com a cinética de adsorgdo dos elementos
presentes no meio. A energia de superficie (Ys) € uma medida obtida a partir do

angulo de contato, na regido em que as forcas de atracao e repulsdo dos atomos e

moléculas entre a superficie do material com o liquido da gota entram em equilibrio.

2.5.3. Ensaio de granulometria

Ensaios granulométricos permitem observar o tamanho das particulas
presentes no material e a sua distribuicdo granulométrica; sdo importantes, uma vez
que fatores como superficie de contato com outros meios, cinética de reacao,
adensamento/empacotamento do material, dependem entre outros, do tamanho do
grao e poderao favorecer ou ndo os processos de biorremediacéo.

Os ensaios granulométricos das matérias-primas foram realizados com o
intuito de auxiliar na compreenséo de como 0s compaésitos irdo atuar no solo e, além
disso, buscar estabelecer uma relacdo com a capacidade de adsorcdo de agua e o
carater de bioestimulo do solo. As propriedades mecanicas de um produto podem

ser consideravelmente alteradas, dependendo da granulometria do material.

2.5.4. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) € uma técnica de analise
morfolégica dos materiais, pois permite a observacdo de detalhes estruturais de
amostras em escala nanomeétrica, com ampliacbes que ndo seriam possiveis de

obter fazendo uso de um microscopio optico.

2.6. Determinacgdo de BTEX por técnicas de separagcdo em coluna

A eletroforese capilar em zona (CZE), a cromatografia liquida e a
cromatografia gasosa (GC) sédo técnicas de separacdo em coluna usadas para
determinar BTEX e seus metabdlitos em matrizes complexas como fluidos biolégicos
e amostras ambientais. Métodos de anadlise por cromatografia liquida facilitam a
determinacdo simultdnea do BTEX e metabdlitos com tempos de analise entre 20 e
50 min. A retencdo e o tempo total de analise para os métodos de cromatografia

gasosa sao menores, mas a principal desvantagem de métodos GC € a necessidade
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de uma etapa de extracdo com um adicional procedimento de derivatizagdo, que
torna a determinagdo mais trabalhosa e demorada. A andlise por CZE € mais rapida
em relacdo as técnicas de cromatografias gasosa e liquida, apresentando um tempo
muito mais curto (10 min), no entanto esse equipamento ndo costuma estar tao
disponivel em laboratérios analiticos como HPLC ou o GC (Gonzalez et al., 2017.
Dessa forma optou-se por trabalhar com a cromatografia liquida no presente estudo,
com preparo de amostra para extracao liquido-liquido, com posterior analise em

HPLC do extrato obtido dessa amostra.

3. JUSTIFICATIVA DO TEMA

Atualmente, o uso de polimeros biodegradaveis, isoladamente ou como
materiais compdsitos, € uma alternativa que vem despertando o interesse da
sociedade, a medida que valoriza o desenvolvimento sustentavel. Esta tematica atrai
o interesse da comunidade cientifica, fato que pode ser verificado por meio do
elevado numero de artigos publicados sobre o tema nos ultimos anos (Costa et al.,
2015; Marchante et al., 2017; Pradeep et al., 2017; Sienkiewicz et al., 2017; Mujtaba
et al., 2019).

Polimeros biodegradaveis podem ser definidos como materiais que podem se
decompor rapidamente por acdo de microrganismos, como bactérias e fungos. Ja,
os polimeros considerados nao biodegradaveis, levam centenas de anos para serem
degradados (Rosa, Calil, Rodrigues, 2004). Por se notar a melhora j4 obtida em
propriedades mecanicas e fisico-quimicas dos plasticos ambientalmente amigaveis,
a oferta deste tipo de material tem aumentado nos ultimos anos, assim como a sua
aceitacéo de uso. Em 2016, a producao deste tipo de material atingiu a marca de
producdo dos plasticos convencionais, que € de cerca de 280 milhdes de toneladas
anuais (Silva, Maria, Blacido, 2017). Os plasticos ambientalmente amigaveis, no
entanto, ainda tém um grande caminho a percorrer no que diz respeito a melhoria de
suas propriedades térmicas e mecéanicas, para que sua utilizacdo seja
completamente aceita hos mercados nacional e mundial.

A importancia do estudo em questdo engloba como vantagem a contribuicdo
para a atenuacdo dos impactos ambientais causados por descartes de materiais
poliméricos de forma inadequada e por contaminagédo do solo com gasolina, visando

alcancar niveis aceitaveis dentro dos padrdes da legislagdo brasileira. Além disso,
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cada fracdo de BTEX retida e biorremediada no solo significa menos contaminacéo
liberada para a 4gua e/ou o ar. A utilizagdo dos residuos (casca de mandioca e
glicerina “loira”) é relevante por se tratar de materiais de baixo valor agregado, os
quais passardo a ter uma nova possibilidade de aplicacdo, com uma técnica de
producdo mais simples, gerando também um material de baixo custo. Os minerais
bentonita e zedlita vém juntar-se neste processo como materiais naturais do solo,
contribuindo como reforgcos para a biorremediacao; desta forma, ndo precisardo de
um descarte final, pois sdo minerais presentes nas argilas e assim sendo, poderdao
permanecer no solo.

Estdo sendo destacados aqui dois assuntos de grande importancia nos dias
atuais. A Figura 14 mostra o resultado de busca referente ao tema de remediacéo de
um solo contaminado com BTEX, enquanto na Figura 15 a busca se refere ao tema

do material compdsito formado pelo amido termoplastico + bentonita ou zedlita.

Figura 15: NUmero de publicag()e_s voltadas para o tema Figura 14: Namero de publicagdes voltadas para o tema
remediacéo de solos contaminados com BTEX. amido termoplastico com zedlita ou bentonita.
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Os dois temas tém sido alvo de publica¢cdes nos ultimos anos, porém, quando
foi feita a busca unindo os dois temas, n&o foram encontradas publicagcdes, o que
atribui a pesquisa um carater inovador e com relevancia nos dias atuais, uma vez
que o acumulo de residuos tem sido motivo de preocupacdo em todo o planeta.
Assim, o0 cerne deste estudo aponta para uma abordagem de aplicacdo um material
obtido de residuos das fecularias e das usinas de biodiesel, e que, ao invés de ser
descartado ap0s 0 seu uso convencional, sera utilizado para mitigar o impacto

ambiental causado por outro residuo: o combustivel no solo.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Desenvolver um material composito biodegradavel, constituido de residuos de
mandioca, glicerina “loira” e dois diferentes tipos de minerais de argila e avaliar o
seu efeito como agente de bioestimulo, para a degradacéo do BTEX contido em solo

contaminado com gasolina.

4.2. Objetivos especificos

Sao considerados os objetivos especificos:
1) Desenvolver um material compésito de baixo custo, fazendo uso de residuos de
materiais naturais e de baixo impacto ambiental;
2) Analisar o material compdésito como substrato para auxiliar na biorremediacéo do
BTEX;
3) Verificar a eficiéncia dos materiais compésitos de amido termoplastico (TPS)
como agentes biossorventes;
4) Observar o comportamento do solo com a adicdo de fungos Aspergillus
fumigatus, no que concerne a eficiéncia na remocao dos compostos BTEX presentes

na gasolina;

5. MATERIAL E METODOS

Os procedimentos metodoldgicos adotados neste trabalho foram organizados
conforme a seguinte sequéncia:
1) Preparo dos compositos biodegradaveis;
2) Desenvolvimento do método de determinagdo de BTEX em solo utilizando
Cromatografia Liquida de Alta Performance;
3) Preparo do solo para a realizacdo dos ensaios;
4) Estimativa da densidade populacional de fungos (UFCs) adicionados no solo;

5) Ensaios de biorremediacdo de BTEX contido no solo contaminado com gasolina.
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5.1. Preparo dos compdsitos biodegradaveis

Para a execucdo desta pesquisa foram preparados materiais compoésitos
biodegradaveis, constituidos de entrecascas de mandioca (cedida pela empresa
RDL Mandiocas), glicerina “loira” (cedida pela empresa Almad Agroinddstria Ltda.) e
minerais com variacfes, em massa, de bentonita (cedida pela empresa Brasilminas)
ou zedlita clinoptilolita (cedida pela empresa Celta Brasil). A Figura 16 ilustra o
processo pelo qual foram preparadas as cascas de mandioca, as quais foram (a)
lavadas em agua corrente e retirada toda a pelicula marrom, sobrando apenas a
entrecasca. Imediatamente, foram (b) levadas para uma estufa com circulacéo de ar,
a 60°C durante 48 horas, até a (c) secagem total. A seguir, as entrecascas foram
fragmentadas em um (d) moinho de 3 facas (marca Primotécnica), atingindo
granulometria de 5 a 10 mm. Para diminuir ainda mais o tamanho dos fragmentos,
as entrecascas sofreram nova moagem em um segundo (e) moinho de 5 facas

(marca Solab, modelo SL31), obtendo-se um material micronizado.

Figura 16: llustracdo das diferentes etapas de preparacéo dos residuos da entrecasca de
mandioca (a)= limpeza; (b) e (c)= secagem; (d) e (e)= moagem das entrecascas de mandioca.

Fonte: Autora, 2018
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O processamento do TPS (Figura 17) iniciou-se em um misturador planetario,
com velocidade de rotacao baixa, onde foi feita a homogeneizacao das entrecascas
secas e micronizadas com a glicerina “loira” (que funcionou como agente
plastificante) e os minerais, conforme composicfes descritas na Tabela 4. Para
melhor entendimento, as amostras preparadas foram nomeadas segundo a
indicacao a seguir:

- PUR: amostra pura, apenas com glicerina e entrecasca de mandioca (TPS);

- BEN: composicéo de TPS com acréscimo de bentonita;

- ZEO: composi¢do de TPS com acréscimo de zedlita;

- XXX-5 e XXX-10, onde: XXX indica o tipo de mineral de argila utilizado e a
numeracao a porcentagem (%) presente de bentonita ou zedlita (5 ou 10%), ou seja,

a amostra BEN-5 indica que é composta de TPS e 5%, em massa, de bentonita.

Tabela 4: Composi¢cdes dos compositos biodegradaveis preparados.

Entrecasca de mandioca 70 66,5 63 66,5 63
Glicerina 30 28,5 27 28,5 27
Bentonita @ =00 - 5 10  e- e
Zedlita 0000 e e e 5 10

Fonte: Autora, 2018

Todas as amostras foram misturadas por aproximadamente 15 minutos,
tempo suficiente para que fosse obtida a melhor homogeneizacao da glicerina com a
entrecasca de mandioca e os minerais de argila no misturador planetario.As
composi¢cdes descritas na Tabela 4 foram processadas em uma extrusora
monorrosca (marca AX Plasticos), com uma razdo comprimento/diametro
(Lrosca/Drosca) = 24 € com duas zonas de aquecimento, com temperaturas de 104 e
120 °C nas zonas 1 e 2, respectivamente, com rotacao da rosca igual a 45 rpm. O
material processado pela extrusora foi cortado em formato de pellets. Estes pellets
foram conformados em uma prensa térmica, na temperatura de 120 °C, com uma
pressdo de 5tf aplicada por 2 minutos, obtendo-se uma placa de amido
termoplastico (TPS).
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Figura 17: llustrac&o do processamento do amido termoplastico (TPS) e dos compdésitos.
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A zedlita e os compositos foram caracterizados por alguns ensaios:

- Ensaio com o mineral zedlita: granulometria. No caso da bentonita, foi
considerada a granulometria o laudo do fornecedor (ANEXO A);

- Ensaios com os compdsitos de TPS: microscopia eletrbnica de varredura
(MEV), tracao e angulo de contato;

- Afinidade dos compésitos de TPS com o fungo A. fumigatus.

5.1.1. Ensaio de granulometria

Para o ensaio com a zeodlita foi utilizado o peneirador eletromagnético, com
vibrac&o de 40%. O ensaio foi realizado conforme norma ABNT NBR 7217-1987.

5.1.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para que pudessem ser observadas as estruturas das superficies dos
compositos de amido termoplastico, bem como a dispersdo dos minerais de argila
na matriz de TPS, as amostras foram submetidas a andlise morfologica, cuja
observacéo foi realizada em um MEV com intensidade de 20 kV. As amostras foram
previamente recobertas com ouro pela técnica de sputtering (EDUARDS,
SCANCOAT SIX), com deposicdo de ions de ouro, atingindo a espessura de 30 nm

de ouro sobre a superficie de cada amostra.
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5.1.3. Ensaios de tracéo

Os ensaios de tracdo foram realizados em uma maquina universal de ensaios
mecanicos da marca Instron, com célula de carga de 50 N e velocidade de
deslocamento da travessa adaptada em 2 mm/min. Os corpos de prova séo
“haltere”, do tipo IV, obtidos por estampagem das placas previamente preparadas.
As propriedades mecéanicas das composi¢cbes de TPS e suas variacdes foram
analisadas segundo a norma ASTM-D-638-14. Os valores médios das propriedades

mecanicas foram calculados utilizando 12 corpos de prova para cada composicao.

5.1.4. Angulo de contato

Para conhecer as propriedades de molhabilidade, as amostras de compdsitos
de TPS foram submetidas a andlises no equipamento Tensibmetro DCAT de estagio
trifasico Ar/Agua/Amostra, para determinacéo do angulo agua-amostra pelo método
do angulo de contato estatico (ees) € dindmico (eqin) pela equacdo de Young-
Laplace, com gotas de agua deionizada (4,00 yL), acompanhamento temporal de

300 s, determinando o angulo de contato e, por conseguinte, a energia de superficie.

5.1.5. Observacao da afinidade das amostras com os fungos

Com a finalidade de observar a capacidade de adaptacdo e crescimento do
fungo A. fumigatus nas amostras de materiais compésitos de TPS, foi utilizada uma
placa de Petri e colocado no centro da placa de Petri um pedacgo recortado (com um
didmetro de 15 mm) das placas prensadas de PUR e dos compdsitos BEN-10 e
ZEO-10 (Figura 18). Sobre a superficie de cada amostra foram adicionadas 3 gotas
de uma solucao contendo 0,1 g do fungo em 1 mL de agua deionizada; a partir de
entdo as placas foram incubadas a uma temperatura de 26 + 1°C, em duplicata,
sendo observado e registrado, por meio de fotografias, o crescimento de fungos

sobre a placa de TPS no periodo de 1 a 8 dias.
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Figura 18: llustracdo do sistema utilizado para a avaliacdo da
afinidade das amostras com os fungos A. fumigatus.

Solugdo de agua +
Fungos A. fumigatus

Material /
compésito | oo =====F===——___
com TPS %

Fonte: Autora, 2018

5.2. Desenvolvimento do método de determinacdo de BTEX em solo utilizando

Cromatografia Liquida de Alta Performance

A cromatografia liquida de alta performance acoplada a deteccao de rede de
diodos (HPLC-DAD) foi a técnica utilizada, com o intuito de quantificar o teor de
BTEX contido no solo e verificar a sua taxa de remocao.

Mostrando a viabilidade de uso da técnica, assim como a simplicidade do
preparo da amostra, foi desenvolvido e validado um método, com o qual foi possivel
realizar a determinacdo de BTEX com resolucéo na linha de base, eficiéncia e tempo
de analise relativamente curto (Tanaise < 12min), conforme pode ser observado na
Figura 19. Nesta figura sdo mostrados dois cromatogramas; o de cor azul se refere a
solucdo de padrbes de BTEX, em que foi adicionado um volume correspondente a
20 yL para o benzeno, o tolueno, o etilbenzeno e o xileno, tendo como solvente
50 mL de metanol. O cromatograma de cor vermelha corresponde a uma amostra
coletada de solo com gasolina, cuja extracdo de aliquota (quantitativa) foi feita por

meio de metanol, para a andlise do BTEX.
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Figura 19: Cromatograma correspondente a uma mistura de padrdes de BTEX e aliquota obtida
de um solo contaminado com gasolina.
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Fonte: Autora, 2018

A metodologia foi desenvolvida utilizando como fase mdével metanol e agua
acidificada com 250 yL de &acido fosforico (70:30, v/v), coluna Eclipse XDB C18
(5 um x 4,6 x 250 mm), fluxo de 1,5 mLmin?, A=205 nm, injecdo de amostra de
10 pL e T=50 °C. As analises foram realizadas em um HPLC marca Agilent, modelo
1220, equipado com um injetor automatico, um forno de coluna e um detector de
rede de diodos. Os dados foram adquiridos e analisados utilizando o software Open
LAB A.01.05.

Para otimizacdo da metodologia, foi verificada a acuracia dos resultados
fornecidos pelo HPLC, com o desenvolvimento de padrdes de calibragdo de BTEX e
observacdo da linearidade. Foi também observada a repetitividade e a
reprodutibilidade dos valores obtidos com uma solucédo padrédo de BTEX (Py) diluida
em metanol. Para quantificar a recuperagdo de BTEX, foram preparadas amostras
de calibracdo constituidas por 5g de solo contaminado com gasolina e com
acréscimo da solucdo padrédo de BTEX, com extracdo do solo via liquido-liquido

(LLE) e posterior analise do extrato obtido por HPLC.



61

5.2.1. Padrdes de calibragéo - linearidade

Para identificar a concentracdo de BTEX presente no solo contaminado com
gasolina, foi construida uma curva de calibracdo de padrées de BTEX. Preparou-se,
inicialmente, uma solucdo padrdo (estoque), com concentracdo de 20 mg.L™” de
BTEX, denominada solugcédo Pg. A solugdo foi entdo sofrendo diluicbes 1:1 em
metanol, a partir de Pg até P;, de modo a serem obtidos os padrées com as
concentracdes indicadas na Tabela 5. As concentracfes que compunham a curva de
calibragcdo de BTEX foram estabelecidas idealizando-se uma elevada concentracdo
de BTEX, até alcancar diluicdes com concentracdes proximas de zero, almejando-se
simular um ambiente com elevada contaminacdo de gasolina, até completa

atenuacao do impacto ambiental causado por ela no solo.

Tabela 5: Concentra¢gdes dos compostos BTEX utilizados na curva de calibragdo da solucéo.

Concentracao
(mg.L™h)| Benzeno Tolueno Etilbenzeno Xileno
Padréo (P)

P1 0,15 0,16 0,16 0,15
P2 0,31 0,31 0,31 0,31
P3 0,62 0,62 0,62 0,62
P4 1,25 1,24 1,24 1,25
P5 2,50 2,49 2,49 2,50
P6 5,00 4,98 4,98 5,00
pP7 10,00 9,95 9,95 10,00
P8 20,00 19,90 19,90 20,00

5.2.2. Repetitividade e reprodutibilidade.

Para verificar repetitividade e a reprodutibilidade, foi preparada uma solucao
padrao (Po) contendo benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno, os quais foram diluidos

em metanol, com as propor¢des indicadas na Tabela 6.
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Tabela 6: Concentracdes dos compostos de BTEX para a solu¢céo padrao P,.

Concentracao | Concentracao
(UL/ 50MLmetanol) (mg.L™)
Benzeno 20 350,4
Tolueno 20 346,8
Etilbenzeno 20 346,4
Xileno 20 344.4

Partindo da solugcdo Po, foram preparadas duas solucdes idénticas, em
replicata, com diluicdes de 2 mL de Py + 25 mL de metanol (Rep.1 e Rep.2), com o
intuito de avaliar se havia a reproducédo de resultados semelhantes na leitura feita
pelo HPLC. Para avaliar a repetitividade do equipamento, foram feitas 5 injecées em
Rep.1 e em Rep.2 (quintuplicata de injecao). Desta forma, foram verificados os
valores médios e os desvios-padrdo de duas replicatas com 5 injecbes cada,

totalizando em um nimero amostral igual a 10.

5.2.3. Recuperagéo de BTEX do solo

Para validar o método de cromatografia liguida na avaliacdo de BTEX
extraido do solo foi utilizada como fonte de BTEX a gasolina comum tipo C (marca
BR), a qual foi utiizada como contaminante para a andlise de amostras nas

situacdes seguintes:

A) 70 pL de gasolina +25 mL de metanol (branco,);

B) 70 pL de gasolina + 25 mL de metanol + 1 mL de Pq (branco,);

C) 5 gde solo umido + 25 mL de metanol;

D) 5 g de solo umido + 70 pL de gasolina + 25 mL de metanol (comparativo;);

E) 59 de solo umido + 70 pL de gasolina + 25 mL de metanol + 1 mL de Py

(comparativo,).

As amostras A e B correspondem aos padrdes (brancos/referéncias) desta
etapa de andlise. A amostra C foi preparada apenas para confirmar que o solo
natural ndo estava contaminado com gasolina. D e E (comparativos/obtidos)

correspondem as amostras A e B, respectivamente, porém acrescidas de solo (5 g).
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Esta comparacdo se fez necessaria para evidenciar a taxa de remocdo de BTEX
pelo metanol no solo contaminado. O esquema do preparo das amostras (em
triplicata) para validacdo do método de avaliacdo do teor de BTEX por HPLC esta

representado na Figura 20.

Figura 20: llustracdo do preparo das amostras para validagdo do método de cromatografia.

Amostras Amostras
sem solo | com solo

HPLC

Agitador
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Filtragdo

Apos Apés
decantagdo agitacdo

Porta amostra

Coleta do extrato
de BTEX / metanol

Fonte: Autora, 2018

As amostras com solo D e E foram colocadas dentro de tubos Falcon estéreis
de 50 mL e misturadas em um agitador Vértex durante 15 segundos, seguido do
repouso, até que a parte soélida sofresse decantacéo.

Logo apds, com uma seringa estéril de 5 mL, foi extraida de cada amostra
uma aliquota contendo a fase liquida sobrenadante. Na ponta da seringa foi
acoplado um filtro (membrana de PTFE, hidrofilico, D=13 mm e tamanho do poro=
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0,45 um), por onde a solugdo foi filtrada, transferida para o interior de um vial de 1,5
mL e submetida a andlise no cromatégrafo, com injecdo em duplicata. Com 0s
dados obtidos foi feita a comparacao entre a analise da gasolina com e sem solo, a
fim de validar via HPLC o método de analise de BTEX retido no solo contaminado
com gasolina. De posse dos resultados, foi verificada a diferenca entre as amostras
com e sem solo, ou seja, foi feita a comparacdo de resultados de cromatografia
liquida entre as condicbes A e D, B e E, determinando, desta forma, a porcentagem

de remocédo de BTEX no solo.

5.3. Preparo do solo para arealizagcdo dos ensaios

Esta etapa foi realizada para deixar o solo em condicfes de ser utilizado para
as etapas seguintes, de ensaios preliminares com determinacdo da variacdo das
unidades formadoras de colonias (UFCs) de fungos adicionados no solo e ensaios
de biorremediacdo de BTEX contido no solo com a adicdo de A. fumigatus e
compositos de TPS.

Foram estabelecidos alguns parametros do solo para promover o cultivo de
microrganismos: o0 solo ndo poderia estar com umidade excessiva e deveria possuir
porosidade suficiente para ajudar a promover a dispersdo da gasolina no mesmo e
favorecer a multiplicacdo dos microrganismos (Tatagiba et al., 2015).

Para o preparo do solo foi utilizada terra vegetal, marca Verde Fértil, que
segundo o fabricante, € composta de turfa, terra virgem, esterco de gado, calcario,
fertilizante organico e hiumus de minhoca, de acordo com a seguinte especificacdo
(Verde Feértil, 2019):

- Nitrogénio total (minimo)= 1%;

- Carbono orgéanico (minimo)= 15%;

- CRA (minimo)= 60%;

- CTC (minimo)= 300 mmolc/dm?;

- pH (minimo)= 6;

- Relacdo C/N (méaximo)= 18/1;

- Soma NPK= 2%.

O solo foi peneirado previamente em malha com abertura de 2 mm. Foi
medida a capacidade de retencdo de agua (CRA) do solo, segundo metodologia
descrita por Nascimento (2013), atingindo um valor igual a 58%. Foi medido o pH do
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solo, segundo metodologia proposta por Rosa e Pantano Filho (2003), obtendo-se
um valor de 6,4. A umidade foi ajustada para 27 £ 1 % em massa (correspondente a
50% da capacidade de retencao de agua do solo). O solo foi acondicionado em saco
plastico e fechado por 48 horas, a fim de tornar homogénea a distribuicdo de agua

em todas as suas patrticulas.

5.4. Estimativa da densidade populacional de fungos (UFCs) adicionados no solo

A fim de determinar uma quantidade adequada de fungos A. fumigatus para
atuar no processo de degradacao da gasolina, foi feito um teste prévio, de amostras
com diferentes quantidades de fungos inoculados nos solos normal e estéril,
observando a concentracdo de BTEX em funcdo do numero de fungos contados.

Para fazer a contagem das unidades formadoras de colonias (UFCs) de
fungos, optou-se por adaptar o método 9215 (Heterotrophic Plate Count) as
necessidades deste estudo. Foi preparada uma solugdo nutritiva sem peptona e
autoclavada contendo: 0,2 g de fosfato bibasico, 0,05 g de sulfato de magnésio e
0,01 g de cloreto férrico, diluidos em 1 litro de agua ultrapura.

A partir de uma placa com desenvolvimento de A. fumigatus com mais de 7
dias de crescimento, na proporcéo de 0,01 g de fungo/meio para 100 mL da solucéo
nutritiva, obteve-se uma contagem de aproximadamente 4,5x10* UFCs de fungos
por mL de solugcdo. A partir dessa solucédo, foram feitas diluicGes sucessivas até
chegar as proporcdes de 12, 24, 120, 1.200 e 12.000 UFCs de fungos por mL de
solucéo nutritiva.

Em frascos de vidro com volume de 500 mL, foram colocados 136 g de solo
Uumido, 1 mL de gasolina e 1 mL de cada solucédo de UFCs de fungos, ficando estes
frascos em incubadora a 27 £ 1 °C. Na coleta das amostras de solo do contido nos
frascos (as quais também foram utilizadas para o teste de cromatografia liquida), foi
coletado 1 g de solo para o ensaio de crescimento de microrganismos. Este 1 g de
solo foi colocado no interior de uma proveta de 100 mL com tampa, completando o
seu volume com agua ultrapura. A proveta foi agitada manualmente durante
45 segundos e depois deixada em repouso por alguns minutos, até que a maior
parte da fase solida fosse decantada.

Em uma capela de seguranca biologica de fluxo laminar, de cada proveta foi

retirada uma aliquota de 100 pL do liquido sobrenadante e adicionado em uma placa
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de Petri. Como meio de cultura foi utilizado o Agar Czapek (Swapna, Lalchand,
2017; Arora, Kaur, 2018) preparado previamente (24,59 / 500 mL de &agua), em
quantidade suficiente para cobrir a superficie do interior da placa e se misturar com
a amostra. As placas de Petri foram entéo fechadas e colocadas na incubadora, com
temperatura de 27 £ 1°C por 36 horas. Passado este periodo, as placas foram
retiradas da incubadora e entdo foi feita a contagem manual das UFCs de
microrganismos. A Figura 21 ilustra uma de placa de Petri contendo apenas fungos
A. fumigatus; a esquerda (1) estad uma placa utilizada na contagem das UFCs de
microrganismos, 0S quais correspondem a pequenos pontos brancos que podem ser
visualizados sobre um fundo preto; a direita (2) esta a mesma placa ap6s 7 dias,
guando foram evidenciadas as coldnias contendo os fungos ja crescidos, que podem

ser identificados pela cor preta sobre um fundo mais claro.

Figura 21: Fungos A. fumigatus na contagem de UFC
(1) e crescidos ap6s 7 dias (2).

Fungos
Aspergillus fumigatus Fungos

| Aspergillus fumigatus

Fonte: Autora, 2018

Os sistemas que continham as amostras eram constituidos por frascos de
vidro de 500 mL, com tampa rosqueada. Embora o sistema tenha sido reforcado em
vedacdo com fita de teflon, para evitar o escape de gasolina por volatilizacao, as
perdas foram inevitaveis, de forma que os resultados obtidos passaram a ser
duvidosos. Desta forma, admitiu-se a maior concentracédo de fungos (12.000 UFCs)
para ser utilizada nos testes seguintes com solo estérii e com o0s materiais

compaositos, de acordo com a sec¢éo 5.2.5.

5.5. Ensaios de biorremediacdo de BTEX contido no solo contaminado com

gasolina

Nesta secédo foi avaliada a biorremediagdo do solo contaminado com
gasolina. Inicialmente foi observado o comportamento do BTEX nos solos estéril e
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normal. Na sequéncia, foi observado o comportamento do solo ao serem inseridos
0s materiais compositos de TPS, de modo a avaliar as contribuicdes provenientes do
uso de um polimero biodegradavel como facilitador do processo de biorremediacéo
e a ocorréncia de possiveis beneficios com o acréscimo dos fungos A. fumigatus e o
uso do TPS no processo, quer seja de maneira isolada, quer seja como material
composito ao acrescentar 0os minerais bentonita ou zedlita. Foram realizados
ensaios para verificar o pH e o teor de carbono do solo, ambos conforme
metodologia proposta por Rosa e Pantano Filho (2003), com o intuito de melhor
compreender o comportamento dos microrganismos presentes, bem como a sua

contribuicdo para uma possivel biorremediacao do solo contaminado por gasolina.

5.5.1. Preparo do sistema de biorremediacao para verificar a degradacdo com e sem

o acréscimo dos fungos A. fumigatus no solo

Esta etapa foi realizada com amostras de solo em duas condigdes:

a) solo esterilizado em autoclave;
b) solo natural, utilizado como adquirido do fornecedor.

O intuito de esterilizar o solo era o de observar a degradagéo do BTEX em
condicbes de auséncia dos microrganismos que sdo encontrados naturalmente no
solo; com o solo estéril seria possivel observar a acdo isolada do fungo A. fumigatus
como agente de biorremediacdo e também observar a ocorréncia de adsorcdo de
BTEX por parte do solo.

Para as amostras em que foi utilizado o solo esterilizado, a esterilizagéo foi
feita em autoclave, a 120°C por 50 minutos, seguido de congelamento do solo no
freezer por periodo minimo de 24 horas. Este procedimento foi repetido por 3 vezes.

Em vials de vidro com capacidade de 60 mL, septo fixo de silicone/teflon e
tampa, foram colocados 14 g de solo umido, o equivalente a 10 g de solo em base
seca (umidade do solo igual a 27 + 1%). A seguir, foi adicionada em cada frasco a

solugéo contendo os fungos e a gasolina, conforme Tabela 7.
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Tabela 5: Composic¢des para avaliagao da gasolina retida nos solos estéril e normal.

. Solo Solo A. fumigatus -
Amostra Descricao normal  estéril  (12.000 UFCsim) Casolina
GAS (s¢) Gasolina
(branco) (SOIUQﬁO) ------------------- 100 U.L
Fungo + Gasolina
F+G (s¢) (solucio) 100 pL 100 pL
Gasolina
e (st (emsolo estéril) t4g o 100 uL
Fungo + Gasolina
F+G (est.) (em solo estéril) 14g 100 pL 100 pL
GAS (norm) ~ G3olinafemsolo =g g0 100 pL
normal, ndo estéril)
F+G (norm) Fungo + GaSO|ina (SOIO 14g ______ 100 IJ.L 100 IJL

normal, ndo estéril)

As amostras foram preparadas em triplicata e armazenadas na incubadora,
com temperatura de 26 + 1°C. Cumpridos os dias para a coleta, ou seja, apos 1, 2,
4, 7, 15 e 30 dias, os vials foram retirados e transportados, em caixa de isopor com
gelo, até o local da extracdo das amostras para o0 ensaio de cromatografia liquida.
As injecbes das amostras no HPLC foram feitas em duplicata. Foram também
preparadas amostras para coleta imediata (To) para as versdes GAS ), GASeest) €
GASnom.), para verificar os valores iniciais de BTEX presentes logo apos a adi¢éo de
gasolina nas amostras com e sem solo. O esquema ilustrativo de preparacdo na

Figura 22 resume as etapas de preparacao de cada amostra.

Figura 22: Esquema ilustrativo da coleta de amostras de solos normal e estéril para analise no HPLC.

Acondicionamento das Sem retirar a O vial é agitado em O vial é aberto e A aliquota é
amostras na incubadora, | tampa do vial, s3o agitador Vortex, é retirada uma filtrada e
com retirada apés 1, 2, 4, | injetados 30 mL de durante 20 segundos, aliquota da transferida para

7, 15 e 30 dias. metanol. seguido do repouso até | amostra, com | o vial de anélise
a parte solida decantar. uma seringa. no HPLC. |

Fonte: Autora
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Utilizando a diferenca entre GASs) € GAS(est) foi calculada a porcentagem de
BTEX retida no solo por adsor¢do, sendo possivel conhecer, entdo, qual era a taxa

de remocéo de BTEX do solo.

5.5.2. Ensaios de biorremediacdo de BTEX contido no solo com a adicdo de A.

fumigatus e compdésitos de TPS

O sistema de biorremediacdo foi preparado e o ensaio de cromatografia
liquida foi considerado para avaliagdo do teor de BTEX existente no solo. As
analises foram feitas ao longo dos 30 dias do processo de biorremediacao.

A montagem do sistema de biorremediacdo foi feita semelhante a secéo
5.5.1, com amostras montadas em triplicata, tendo como diferencial o acréscimo dos
compositos de TPS nos vials de 60 mL. Foi utilizada a contagem de fungos de
12.000 UFCs de fungos A. fumigatus para ser adicionada em cada frasco. O solo
utilizado foi a terra vegetal, normal, sem esterilizagdo. O sistema de biorremediacao
foi montado com a adicdo dos compositos de TPS definidos para cada composicéao,

segundo constam na Tabela 8.

Tabela 6: Composic¢Oes dos sistemas de biorremediacdo dos compdsitos de TPS.

(il

PUR

BEN-5 BEN-10 ZEO-5 ZEO-10
(Branco)
Gasolina (pL) 100 100 100 100 100
A. fUmigatUS(lz_ooo UFC/mL) ~ volume (H.L) 100 100 100 100 100
Compositos de TPS (g) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 fr

A composi¢do PUR foi identificada como Branco nesta etapa, para que
pudesse ser feita a comparacdo dos resultados obtidos com o acréscimo das cargas
minerais de bentonita ou zedlita no amido termoplastico (TPS). Os compdésitos de
TPS adicionados nos vials de vidro de 60 mL foram obtidos das placas prensadas
das composicées PUR, BEN-5, BEN-10, ZEO-5 e ZEO-10. As placas foram moidas
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em um processador domeéstico (mixer) até atingir a granulometria por volta de 1 mm;
a seguir foram colocadas nos vials de vidro, sendo acrescentada, por ultimo, a
gasolina, com o fechamento imediato dos vials, para evitar perdas de BTEX por
volatilizacdo. Depois de fechados, os vials foram agitados leve e manualmente por 5
segundos, para promover a dispersdo da gasolina e dos fungos no solo, Em
seguida, foram acondicionados em uma incubadora com temperatura de 26 + 1 °C,
em 6 diferentes condi¢cdes (1, 2, 4, 7, 15 e 30 dias), quando ocorreu a coleta das
amostras.

ApoGs serem retirados da incubadora, os frascos foram colocados dentro de
uma caixa de isopor, cobertos com gelo, para serem transportados até o local da
coleta das amostras para a realizacdo do ensaio de HPLC. A coleta de amostra

para analise de HPLC foi realizada conforme esquema ilustrativo da Figura 22.

6. RESULTADOS

Nesta secdo sdo apresentados e discutidos os resultados desde o preparo e
caracterizacdo das amostras puras e da mistura contendo entrecasca de mandioca e
glicerina “loira”, além das suas misturas com diferentes teores dos minerais
bentonita e zedlita, até a obtencdo do material compésito e a verificacdo do seu
comportamento na presenca de um solo contaminado com gasolina, visando
alcancar maior entendimento do processo de biorremediacdo, com base nas
caracteristicas das matérias primas e dos compésitos de TPS.

S&8o0 considerados os resultados desde a avaliacdo do método de
determinacdo de BTEX por meio de HPLC, crescimento de fungos no solo
contaminado com gasolina, até a verificacdo do comportamento dos compadsitos de
TPS inseridos no solo contaminado e interagindo com 0S microrganismos que
contribuirdo para a biorremediacéo do solo.

Esta secéo foi dividida em 4 partes:

1) Caracterizagdo das matérias primas bentonita e zeodlita e compositos de TPS;

2) Validacdo do método de determinacdo do BTEX em solo utilizando Cromatografia
Liquida de Alta Performance (HPLC);

3) Avaliacao preliminar para determinacao das UFCs de fungos adicionados no solo;

4) Avaliacdo da biorremediacdo do BTEX contido no solo com a adicdo de A.

fumigatus e compdésitos de TPS.
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6.1. Caracterizacdo das matérias primas bentonita e zedlita e compadsitos de TPS

A realizacdo de todos os ensaios de caracterizacdo das matérias-primas e
compositos de TPS permitiu, portanto, obter um panorama das composicoes
desenvolvidas e diferencia-las em termos de seus comportamentos mecanico,
morfologico e de interagcdo com agentes de biorremediacédo do solo contaminado, de
forma a associa-los com proximos resultados de degradacdo do BTEX presente no

solo contaminado com gasolina.

6.1.1. Ensaio de granulometria

E importante conhecer a granulometria dos minerais de argila, pois, uma vez
que os minerais de argila foram misturados ao TPS, formando um material
compdsito, a granulometria da bentonita e zedlita pode oferecer aos compadsitos de
TPS comportamentos mecanicos bem diferenciados.

O ensaio de granulometria da zedlita foi realizado em triplicata, utilizando um
peneirador granulométrico, sendo utilizadas peneiras cujas aberturas e niumeros de
malha (#) ABNT sao apresentados na Tabela 9. A Figura 23 ilustra o percentual das
fracOes retidas em cada peneira granulométrica, de forma que possa ser visualizada

a distribuicdo do tamanho de particulas existentes na zedlita.

Tabela 7: Percentual granulométrico da matéria-prima Zedlita.

Malha ABNT Abertura de malha Zedlita
# (um) Fracao retida (%)
20 850 273
30 600 53+1
50 300 18,4+1,9
100 150 0,95+ 0,01
200 75 0,45 + 0,05

>200 <75 0,2+0,1
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Figura 23: Representacédo da fracdo granulométrica retida para a matéria prima Zedlita.
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A zeodlita possui uma faixa granulométrica bem definida, com tamanho de
particulas mais concentrado entre 300 e 850 um. Este ensaio néo foi realizado para
a bentonita em virtude de 99% de suas particulas apresentarem diametro abaixo de
45 um, de acordo com o laudo fornecido pelo fabricante, sendo necesséaria outra
técnica para andlise de graos, provavelmente em escala nanométrica. Quanto menor
o tamanho da particula, maior serd a sua area superficial, o que tende a facilitar os
processos de absorcdo de agua e adsorcédo de compostos (Haghollahi, Fazaelipoor,
Schaffie, 2016). O tamanho de particulas da bentonita € pelo menos 10 vezes menor
que o da zedlita. Por outro lado, elevada CTC também favorece os processos de
adsorcao. A zedlita apresenta CTC bem superior a bentonita.

6.1.2. Aspecto das composi¢cdes com TPS

Na Figura 24 sao apresentadas as composicdes com TPS logo apos a

homogeneizag&o das matérias primas no misturador planetario e antes da extrusao.
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Figura 24: llustracdo das composi¢cdes de TPS ap0s a saida do misturador planetério.
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Foi notado que a amostra PUR ficou com a consisténcia mais pastosa,
enquanto que as demais composicdoes apresentaram-se de forma granulada, em
virtude de estas possuirem acréscimo de carga mineral em sua constituicao e, por
conseguinte, menor plasticidade a frio. A elevagdo da carga mineral conferiu a
composi¢cdo BEN-10 uma menor quantidade de aglomerados do que em BEN-5. Em
ZEO-10 isto também pode ser observado, porém com diferenga muito sutil em
relacdo a ZEO-5 em termos de aspectos visuais. A auséncia de agua nas
composi¢des pode ter dificultado a penetragdo do amido nos gréos de bentonita e
zeblita, produzindo baixa adesdo entre 0os minerais e o TPS, ap0s o0 seu

processamento (Castafio et al., 2012).

6.1.3. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As fotomicrografias, apresentadas na Figura 25, caracterizam a superficie do

compasito puro e para cada composi¢ao.
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Figura 25: Fotomicrografias dos compdsitos de TPS.
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Todas as amostras apresentaram a superficie rugosa, porém ZEO-10
apresentou uma superficie mais homogénea. Todas elas (exceto ZEO-10) também
apresentaram pontos com graos de amido inteiros, o que indica a ocorréncia de uma
plastificagdo parcial da matriz de amido (Pedroso; Rosa, 2005; Rosa, Guedes,
Carvalho, 2007; Aouada, Mattoso, Longo, 2013). Esse comportamento que
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possivelmente interferiu nos resultados de ensaios de tragédo (Ahamed, Phang, Sin,
2016) e angulo de contato (Shahbazi, Majzoobi, Farahnaky, 2018). Além disso, a
falta de agua na preparacdo da composicdo provavelmente prejudicou a
uniformidade na plastificacdo do amido; segundo Manoel et al. (2017), a agua
favorece consideravelmente a plastificacdo de composi¢des de TPS no processo de
extrusao e, para casos em que haja baixa umidade, se faz necesséria a elevacéo da
taxa de cisalhamento no processo de extrusao; isto, no entanto, acaba por elevar a
degradacdo do amido, prejudicando as suas propriedades mecanicas.

Foram observadas poucas fibras nas amostras, sendo esta uma indicacéo
positiva de que possivelmente a granulometria da entrecasca de mandioca nao fora
empecilho para que ocorresse uma homogeneizacdo dos grdos de amido com a
glicerina dentro da matriz. Este € um forte indicio de que o processamento de amido
termoplastico a partir do uso de entrecasca de mandioca e glicerina “loira” é algo
possivel, podendo ser aprimorado fazendo ajustes mais adequados de temperatura
e cisalhamento no seu processamento, proporcionando a partir dai o melhor
aproveitamento destes dois subprodutos na producdo de amido termoplastico.

A adic@o da bentonita e da zedlita resultou em uma modificagdo significativa
na morfologia dos compositos, além de heterogeneidade. A ma distribuicdo dos
componentes na matriz polimérica das amostras, para Ahamed, Phang e Sin (2016),
foi um dos fatores que interferiu nas propriedades mecéanicas de suas amostras de
TPS com montmorilonita. O incremento da carga mineral em BEN-10 e ZEO-10
conferiu as amostras uma rugosidade maior que em BEN-5 e ZEO-5, a exemplo das
observacdes feitas para as mesmas composicoes nas ilustracbes da Figura 24. A
amostra ZEO-10 foi a que apresentou a melhor dispersdo na matriz de TPS, e
também ndo foram identificados granulos de amido. O espalhamento pode ser
observado na amostra, apesar da rugosidade apresentada na sua superficie, a qual
pode ser proveniente do tamanho de gréo da zedlita, evidenciado na fotomicrografia
de ZEO-10 pela presenca de contornos de graos na amostra, sendo estes mais
visiveis no aumento de 1500X, porém esta rugosidade favorece a penetragdo de
agua nas composi¢des com zedlita (Yan et al., 2014), o que é importante para o
crescimento de fungos. Na amostra BEN-5 foi observado um grédo de bentonita bem
no centro da imagem obtida nos aumentos de 500 e 1500X, o que pode sugerir a
existéncia de baixa interagdo entre o argilomineral e a matriz de TPS (Ahamed,
Phang, Sin, 2016).
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As fotomicrografias apresentadas apontam para uma necessidade de
melhorias no processamento das composicbes de TPS no sentido de tornar
completa a transformacdo do amido termoplastico e melhorar a dispersdo dos
minerais de argila na matriz de amido, para que os produtos formados com estas
composicoes apresentem uniformidade ao longo de toda a sua constituicao.
Shahbazi, Majzoobi, Farahnaky (2018) verificaram que mudancas em temperatura e
velocidade de cisalhamento interferem significativamente em fatores como textura,

permeabilidade ao vapor de agua e homogeneizacdo do TPS.

6.1.4. Ensaios de tracéo

Apbés a extrusdo e picotamento das amostras, os pellets obtidos foram
prensados, obtendo-se placas, das quais foram preparados 12 corpos de prova de
cada composicdo (n=12) para serem realizados 0s ensaios de tracao, que permitem
avaliar o comportamento mecanico dos materiais. As curvas de tenséo x deformagéo

obtidas para as amostras avaliadas estao ilustradas na Figura 26.

Figura 26: llustracdo das curvas de tenséo x deformacéo das amostras.

0,5

= &
W IS

Tensdo (MPa)
o
N

0,1

0,0
0 2 4 6 8 10 12 14
Deformacgao (%)

e===PUR e===BEN-5 <=—=BEN-10 =——ZEO-5 =——ZEO-10

De maneira geral observou-se que as amostras apresentam resultados
préximos umas das outras, tendendo a se igualar a medida que se considera 0s

limites das margens de erro. Alguns fatores provavelmente influenciaram na
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obtencao destes valores aproximados, conforme exposto na avaliacdo das amostras
por MEV, n&do permitindo, desta forma, que pudesse ser observada, de fato, a real
contribuicdo dos minerais de argila nas propriedades mecanicas do material
composito. A auséncia de agua na preparacdo do TPS (Manoel et al., 2017) e as
condi¢cBes de temperatura e cisalhamento no processamento do TPS (Shahbazi et
al., 2018) possivelmente foram fatores preponderantes para a nao plastificacdo do
TPS por inteiro, criando pontos de fragilidade precoce nas amostras processadas.
Outro fator a ser tido em consideracdo é o fato de as amostras utilizadas néo terem
sido levadas a estufa antes da realizacdo dos ensaios mecanicos; esta pode ser
uma das razdes para a queda nos resultados de tracdo. O amido possui certa
higroscopicidade, que tende a ser elevada com o aumento do tempo de
armazenamento (Ahamed et al., 2016). Por esta raz&o, costuma-se manter as
amostras de TPS para ensaios mecanicos de tragdo em ambiente com temperatura
e umidade relativa do ar controlados. Ren et al. (2018), ao preparar as suas
amostras para 0s ensaios mecanicos, as manteve por 3 semanas em temperatura
ambiente, com umidade relativa controlada de 52 + 2%.

Os valores médios e suas respectivas estimativas de desvios padrao de
resisténcia maxima de tracdo, alongamento na ruptura e médulo de elasticidade

estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 8: Valores médios e suas respectivas estimativas de desvios padrdo de resisténcia
maxima de tracdo, alongamento na ruptura e médulo de elasticidade para as amostras.

Composi¢ao Resisténcia maximade  Alongamento na Modulo de
tragao (MPa) ruptura (%) elasticidade (MPa)
PUR 0,35+0,03 11+1 7,5+0,9
BEN-5 0,26 £ 0,03 101 50+0,5
BEN-10 0,40+£0,03 12+1 6,5+0,6
ZEO-5 0,20+£0,03 8+ 2 3,8+0,8
ZEO-10 0,18 £ 0,03 812 3,6+0,6

De acordo com os valores médios obtidos, foi notado que o incremento da
carga mineral no TPS diminuiu a resisténcia mecanica das variacbes de
composicoes em relacdo a PUR. Segundo Xie et al. (2015), a adicdo de
filossilicatos, como é o caso da bentonita, eleva a tensdo de tragdo e o médulo de
Young de composi¢des de TPS, diminuindo o alongamento na ruptura. Para que isto
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aconteca € necessario, dentre outros fatores, que haja uma boa dispersao entre as
camadas dos filossilicatos na matriz de amido, porém alguns resultados obtidos para
as composicoes de BEN-5 e BEN-10 vado de encontro com esta teoria, apontando
entdo para a necessidade de ajustes no processamento do material, a fim de obter
um composito de TPS com melhor performance. ZEO-5 e ZEO-10, por sua vez,
apresentaram comportamento mecénico inferior em relacdo as demais composicdes;
0 acréscimo da zeolita aumentou a cristalinidade do compdésito, agindo na matriz de

TPS como um agente nucleante (Thipmanee et al., 2015).

6.1.4.1. Resisténcia maxima de tracao

A resisténcia maxima de tracdo corresponde a maior tensdo que o material
suporta antes de sua ruptura (Callister, 2014). Buscando avaliar o0 comportamento
da adicéo dos diferentes teores de minerais, a Figura 27 ilustra os valores médios de

resisténcia maxima de tracéo das diferentes composicfes ensaiadas (n=12).

Figura 27: llustracdo dos valores médios de resisténcia maxima de tragdo das amostras
ensaiadas e suas respectivas estimativas de desvios padréo.
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Conforme os resultados obtidos para os ensaios de resisténcia maxima de
tracado, foi possivel fazer algumas considera¢cdes comparando principalmente com os
resultados obtidos das fotomicrografias. Desprezando-se as margens de erro,
verificou-se que a amostra que apresentou maior resisténcia maxima de tracao
quando aplicada uma carga foi a composicdo BEN-10; as demais apresentaram

resisténcia inferior a PUR, que nesta situacdo também funcionou como comparativo
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para avaliar a performance das amostras de compdésitos. ZEO-10 foi a composicao
que apresentou a menor resisténcia maxima de tracao.

Existe uma diferenca entre os compdsitos com bentonita e zedlita; BEN
apresenta resisténcias maximas de tracao superiores a ZEO. Essa superioridade de
pode estar relacionada com a granulometria da bentonita, que possui particulas com
tamanho pelo menos 10 vezes inferior a zedlita, o que confere aos grdos de BEN
uma maior superficie de contato com a matriz de TPS do que em ZEO. E sabido que
qguanto maior for o tamanho do grdo na matriz, maior serd a probabilidade de
inducéo de tensbes no material, reduzindo assim a sua resisténcia mecénica, entdo
a elevada granulometria da zedlita associada a pequena faixa de distribuicdo
granulométrica de suas particulas (pequeno empacotamento entre 0s gréos) pode
ter |he atribuido pontos defeituosos, com maior probabilidade de propagacédo de
tensdes entre as partes dos compdésitos, causando uma baixa resisténcia mecanica
de tracdo em ZEO (CALLISTER, 2014). Embora houvesse a presenca de fase
amorfa no TPS da matriz, a plastificacdo parcial da matriz de TPS e a cristalinidade
presente nos graos de bentonita e zeodlita podem ter sido importantes contribuintes
para que este material compoésito apresentasse 0 seu comportamento plastico
reduzido, o que normalmente nao aconteceria em uma matriz de TPS
individualmente. A baixa resisténcia mecanica de tracédo pode estar associada a uma
interacdo pequena entre 0s minerais e a matriz de TPS (Lorandi et al., 2016).

Comparando PUR com os compositos de bentonita, a composi¢cdo BEN-5 foi
inferior em relacdo a PUR, enquanto que BEN-10 foi a Unica composicdo que a
superou. Comparando estes resultados com os aspectos visuais das composicoes
antes da extrusdo (Figura 24), a formagdo de maior nimero de aglomerados em
BEN-5 pode ter-lhe sido prejudicial no sentido de ter formado particulas maiores e
insuficientemente homogeneizadas na extruséo. De acordo com as fotomicrografias
de BEN-5, a possivel baixa interacéo entre a argila e a matriz de TPS (Aouada et al.,
2013) também pode ter sido uma causa da queda na sua resisténcia maxima de
tracdo. No caso das bentonitas, que possuem estrutura lamelar, a formacao de
menos aglomerados em BEN-10 e o reforco na sua carga mineral podem ter
provocado maior pressdo dos graos de bentonita entre a matriz de amido
termoplastico durante o processo de extrusdo, ocasionando ligeira esfoliacdo das
camadas de bentonita, fornecendo mais adesdo ao amido termoplastico e elevando
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a sua resisténcia maxima de tracdo, conforme comportamento esperado em casos
de acréscimo de bentonita na matriz de TPS (Ninago et al., 2017).

Comparando os compositos de ZEO, as resisténcias maximas de tracdo de
ZEO-5 e ZEO-10 foram inferiores a PUR e sutilmente diferentes entre si (Plotegher,
Ribeiro, 2013). O uso da zedlita, que além de possuir uma granulometria elevada
em comparacdo a bentonita, possui uma estrutura cristalina tridimensional
semelhante a uma esfera bastante porosa, pode ter resultado em uma pequena
diminuicdo de resisténcia maxima de tracdo. Zhang, Zao e Chen (2017) j4 haviam
alertado para o fato de que as zedlitas, devido a sua estrutura e interacbes de
superficie, possuem a tendéncia de se agregar, tendendo a se dispersar no polimero
de forma irregular, caso ndo recebam um tratamento prévio, resultando em pouca
compatibilidade durante a polimerizacdo e podendo comprometer as propriedades
finais do compdsito. O refor¢o da carga mineral na matriz de TPS pode ter elevado o
ndamero de pontos defeituosos no compdsito, diminuindo ainda mais a resisténcia
maxima de tracdo em ZEO-10, que mesmo apresentando a melhor dispersédo na

matriz de TPS, nao foi suficiente o bastante para melhorar esta propriedade.

6.1.4.2. Alongamento na ruptura

Representado pela letra €, o alongamento na ruptura indica 0 maximo
comprimento percentual obtido para o corpo de prova enquanto este € submetido a
tracdo, até que se rompa totalmente (Callister, 2013). A Figura 28 ilustra os valores
meédios obtidos para o alongamento na ruptura dos corpos de prova e 0S seus
respectivos desvios padréao (n=12).

Figura 28: llustrac&o dos valores médios de alongamento na ruptura das amostras, bem como
suas respectivas estimativas de desvios padrao.
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Considerando-se os limites de margens de erro, foi observada certa
semelhanca de resultados entre todas as amostras avaliadas, porém, se
desprezadas estas margens de erro, encontrou-se como maior valor alcancado no
alongamento na ruptura a composicdo BEN-10; as demais composic¢des tiveram 0s
seus valores inferiores a PUR, sendo atribuido a ZEO-10 o menor alongamento na
ruptura. Em ensaios visando avaliar as propriedades de tracdo de TPS com refor¢o
de cargas minerais como bentonita e zedlita, observa-se que pequenas
porcentagens destes minerais na matriz de TPS geralmente eleva a resisténcia
méaxima de tragcdo, enquanto diminui-se o alongamento de ruptura das amostras
(Belibi et al., 2013), portanto era esperado que BEN-10 apresentasse menor
alongamento na ruptura, comparando-a com PUR, porém este resultado controverso
pode estar evidenciando o efeito da ma dispersao da bentonita na matriz de TPS,
além de alertar para defeitos obtidos em virtude da ocorréncia da plastificacdo
parcial da matriz de TPS (Manoel et al., 2017).

Os resultados de alongamento na ruptura entre as composi¢des de ZEO-5 e
ZEO-10 foram semelhantes entre si, observando ligeira queda em ZEO-10 ao
compara-la com ZEO-5 (Plotegher, Ribeiro, 2013). Na interpretacdo dos resultados
de resisténcia maxima de tracdo, o tamanho dos grdos e a distribuicdo
granulométrica da zedlita possivelmente vém a ser a justificativa para a ruptura

precoce durante o alongamento das composicdes de ZEO.

6.1.4.3. M6dulo de elasticidade

O Modulo de Elasticidade (E) € uma propriedade mecéanica essencial quando
se visa aplicagcdes que exigem uma resisténcia mecanica do produto, e permite
compreender a influéncia do reforco nas propriedades mecéanicas do material.

A Figura 29 ilustra os valores médios obtidos e as estimativas de desvios

padréo para o Mddulo de Elasticidade das composi¢cfes avaliadas (n=12).
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Figura 29: llustracdo dos valores médios de Médulo de Elasticidade para as amostras e suas
respectivas estimativas de desvios padrao.
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Os valores obtidos de médulo de elasticidade para todas as amostras foram
comparados com PUR, porque conforme descrito inicialmente, esta composi¢céo
representa 100% de amido termoplastico, enquanto que as demais composi¢cdes
possuem 0 acréscimo de carga mineral. A composi¢cdo PUR apresentou o maior
modulo de elasticidade, evidenciando a sua propriedade plastica de alongar-se ao
ser submetida a tracdo. Nas demais composi¢fes, com o0 acréscimo das cargas
minerais bentonita e zedlita, a porcentagem de amido termoplastico diminuiu. Houve
diminuicdo do moédulo de elasticidade das variacbes de BEN e ZEO. Era de se
esperar, porém, que BEN e ZEO apresentassem resultados superiores a PUR; para
isso deveriam apresentar resisténcia maxima de tracdo bem maior do que PUR e/ou
alongamento na ruptura inferior a PUR.

Estas caracteristicas seriam obtidas caso o refor¢co dos minerais provocasse
maior dispersdo do amido termoplastico entre as camadas de bentonita e no interior
dos graos de zedlita, elevando a resisténcia mecanica dos materiais compositos.
Tais caracteristicas poderiam ter sido melhoradas com uma melhor homogeneizacao
dos componentes (Ahamed et al., 2016). Pode ser somado a este, certo acréscimo
de agua na composicdo, a fim de melhorar a plastificacdo do TPS (Manoel et al.,
2017). Ren et al. (2018), comparando suas amostras de TPS com o argilomineral
haloisita, utilizando como plastificante o glicerol ou o sorbitol, obtiveram melhores
resultados de médulo de elasticidade ao utilizar o sorbitol, pois este contém maior
quantidade de agua do que o glicerol, causando melhor plastificacdo do TPS e

dispersdo da carga mineral na matriz.
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O baixo modulo de elasticidade apresentado pelos compdsitos de TPS reforca
a hipotese de ter acontecido pouca esfoliacdo das lamelas de bentonita apenas em
BEN-10, comportando-se o0 material como um aglomerado de particulas
tridimensionais, assim como em ZEO. Ainda foi observado que BEN-10 apresentou
mobdulos superiores a BEN-5 possivelmente devido a uma maior esfoliacdo das
camadas de bentonita, elevando a resisténcia maxima de tragdo. No caso de ZEO,
em que a morfologia dos grdos permanece inalterada com o cisalhamento durante a
tracdo do material, foi obtido um resultado mais coerente entre as duas
composi¢cbes, apesar do baixo modulo de elasticidade obtido para ZEO-5,
diminuindo ainda mais para ZEO-10. A interacdo entre o reforco e a matriz deste
material compdésito pode néo ter sido positiva (Lorandi et al., 2016), necessitando de

melhorias, a comecar com a diminui¢cdo do tamanho do gréo.

6.1.5. Angulo de contato

A medida do angulo de contato foi realizada com o intuito de observar o
espalhamento da gota de agua sobre a superficie das amostras de TPS, de modo a
identificar a molhabilidade de cada uma delas e compreender a capacidade de
sorcdo da umidade contida no solo, necessaria para que haja aumento da microbiota
e que pode vir a favorecer a biorremediacdo do BTEX presente no solo contaminado
e também a propria degradacdo dos compositos de TPS no solo, uma vez que se
trata de plasticos biodegradaveis. A Figura 30 ilustra os valores obtidos de angulo de
contato e energia de superficie para a amostra PUR e os demais compositos de TPS
(n=10).

Figura 30: Valores de Angulo de Contato e Energia de Superficie para as amostras de TPS.
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Os valores obtidos para angulo de contato e energia de superficie mostram
que as composi¢cdes de TPS apresentaram molhabilidade classificada como 6tima,
pois os resultados de angulo de contato foram menores que 90°. Como resultados
de caracterizacdo dos compositos, as medidas do angulo de contato mostraram
decréscimo nos valores com o incremento da carga mineral nas amostras BEN e
ZEO comparados com PUR. Ja foi comprovado que o préprio amido termoplastico
um contribuinte para a reducdo do angulo de contato em amostras de blendas
poliméricas (Rodrigues et al., 2015).

A presenca das cargas minerais promoveu uma elevacao da rugosidade na
superficie, reduzindo ainda mais o angulo de contato e aumentando da energia de
superficie dos compdésitos de TPS, melhorando a molhabilidade. Estes resultados
divergem das pesquisas realizadas com compdsitos de TPS e bentonitas, que
mostram que a esfoliacdo das lamelas da bentonita contribui para a elevacéo do
angulo de contato nos compaositos de TPS (Villar et al., 2017; Monteiro et al., 2018).

Os compositos contendo bentonita apresentaram uma ligeira superioridade de
angulo de contato em relacdo aos compoésitos com zedlita. Belibi et al. (2013)
também observaram tal comportamento em suas amostras de TPS contendo
beidelita (tipo de argilomineral pertencente ao grupo das montmorilonitas) e zedlita.
Foi realizado o ensaio de permeabilidade ao vapor de agua (WWP) com filmes de
TPS contendo os dois tipos de cargas minerais. Os resultados obtidos apontaram
para maior permeabilidade ao vapor de 4gua na amostra contendo zedlita, enquanto
a amostra com beidelita se mostrou mais resistente a penetracdo do vapor. A
explicacédo para tal diferenca estava no fato da zedlita possuir maior afinidade com
as moléculas de agua, além da existéncia de lacunas existentes entre as particulas
de zedlitas, por onde aconteceu a passagem de agua com mais facilidade. No caso
da bentonita, conforme também relatado por Liu et al. (2016), os filmes de TPS tém
a sua resisténcia a penetracdo de agua elevada por causa das lamelas do
argilomineral, que sao esfoliadas na matriz polimérica, formando caminhos
tortuosos, que irdo prolongar o caminho para a passagem da molécula de agua.

Se por um lado os resultados aqui apresentados reforcam as observacoes ja
discutidas na analise das fotomicrografias destes compadsitos, em que a plastificacao
parcial da matriz de amido, a pouca esfoliagdo das lamelas de bentonita, a maior
rugosidade obtida nos compdsitos e o0 elevado tamanho de grdo da zedlita foram

fatores fundamentais para a queda de desempenho nos ensaios mecanicos de
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tracdo, por outro, lado estes mesmos resultados evidenciam a melhora na
molhabilidade dos compdsitos de TPS, o que tende a aumentar a interacdo entre a
agua e o substrato, tdo importante para auxiliar no transporte de nutrientes para o

microrganismo, além de favorecer a formacao de biofilme no compdésito.

6.1.6. Observacao da afinidade dos compdsitos de TPS com os fungos

Visando verificar a adaptacdo do A. fumigatus em meio as amostras de
compositos de TPS, foi observado o potencial de crescimento deste fungo tendo
como substrato as amostras de PUR, BEN-10 e ZEO-10. Os ensaios foram feitos
apenas com estas composi¢cdes porque objetivou ilustrar o crescimento do fungo em
meio ao TPS e compdsitos com bentonita e zedlita, ndo importando no momento a
variacdo de crescimento em funcéo da porcentagem de carga mineral acrescentada.
Os detalhes visuais que evidenciam a compatibilidade do A. fumigatus com as
amostras de TPS estao registrados na Figura 31.

ApoOs 3 dias de incubacdo observou-se que nao houve espalhamento na
amostra de PP (polipropileno), conforme era esperado, por se tratar de uma amostra
inerte para a acdo dos microrganismos (Branco). As amostras de compdésitos de
TPS, no entanto, evidenciaram crescimento microbiano, com concentragdo nas
bordas das amostras. Este crescimento € um fato importante, uma vez que a
presenca das coldénias do microrganismo em volta dos compdsitos indica que
aconteceu estimulo proveniente da presenca do TPS, que agiu como nutriente em
um ambiente amido, podendo favorecer a biorremediacéo do solo contaminado com
gasolina (Dhar et al., 2012).



Figura 31: Compatibilidade do fungo A. fumigatus nas amostras de TPS.

Apés 1 dia Apés 2 dias Apés 3 dias

Detalhes ampliados das amostras dos
compositos apos 3 dias, observados no
estereomicroscopio.

(Os fungos correspondem as hifas nas
extremidades das amostras)

Hifas com Z

esporangio

Legenda: PP= Polipropileno (amostra branco); PUR= TPS puro; BEN-10= 90%TPS + 10% bentonita; ZEO-10= 90%TPS + 10% zedlita
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Algumas diferencas foram observadas entre as amostras. Apés 3 dias de
incubagéo, a amostra de ZEO-10 absorveu mais rapidamente a umidade, sendo
observadas fissuras na borda da amostra. Em ZEO-10, a presenca de
microrganismos foi menor em comparacdo com PUR e BEN-10, sendo isto,
possivelmente, resultado da rapida absorcdo de agua presente na solugcdo com
fungos, que acabou por ndo ser suficiente para auxiliar o crescimento dos A.
fumigatus. BEN-10 apresentou as condi¢cdes mais favoraveis para a o crescimento
microbiano, seguido de PUR, nas condi¢cGes as quais foram expostos. Em BEN -10,
porém, os fungos se apresentaram com o corpo frutifero mais visivel.

Os resultados apresentados mostram a importancia das cargas minerais, que

podem vir a auxiliar o processo de biorremediacao, atuando como adsorventes.

6.2. Validacdo do método de determinagcdo do BTEX em solo utilizando
Cromatografia Liqguida de Alta Performance (HPLC)

Nesta secao sao apresentados os resultados obtidos por meio de analise via
HPLC dos teores de BTEX contido nas solu¢des padrédo e na gasolina presente no
solo. Os resultados necessarios para verificar a taxa de remocao de BTEX em solo
também sdo apresentados, uma vez que a cromatografia liquida foi a técnica

utilizada para quantificar os teores de BTEX presentes no solo.

6.2.1. Padrbes de calibragéo

Com o intuito de verificar se a técnica de HPLC apresentaria resultados com
certa tendéncia linear ao longo da medicdo de variadas concentracdes de BTEX,
foram preparadas diferentes solu¢cdes padrdo de BTEX diluidas em metanol em
proporcdo 1:1 e submetidas a andlise por HPLC. Foram construidas curvas de
calibragdo, observando a linearidade para as concentracbes de BTEX, cujas

equacdes da reta e valores de R2 constam Figura 32.
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Figura 32: Cromatogramas e gréaficos de linearidade dos padrbées de BTEX.
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A partir da construcdo da curva dos padrdes de calibracdo, foi observada
otima linearidade, com valores de R2 correspondentes a 0,9976 para benzeno,

0,9971 para tolueno, 0,9987 para etilbenzeno e 0,9915 para xileno, o que caracteriza
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bons valores de trabalho para o equipamento HPLC em leituras dos teores de BTEX,

uma vez que os valores de R? estdo muito préximos de 1.

6.2.2. Verificacdo da repetitividade e reprodutibilidade

Os ensaios para verificar a repetitividade e reprodutibilidade foram feitos com
o intuito de revelar a acuracia da metodologia desenvolvida para determinacdo do
BTEX por meio de cromatografia liquida e também revelar a confiabilidade para a
leitura de amostras diferentes de uma mesma composi¢cao. Os compostos de BTEX
sdo muito volateis e por esta razdo é importante que o método de extracdo das
aliquotas de BTEX presentes do solo com metanol apresente confianca.

Os resultados mostrados na Tabela 11 se referem as concentracées de BTEX
encontradas para as Replicatas 1 e 2, que foram analisadas com injecbes em

quintuplicata.

Tabela 9: Concentracgéo (mg.L'l) de BTEX nas Replicatas 1 e 2; injecdes em quintuplicata.

Benzeno Tolueno Etilbenzeno Xileno

(mg.L™) (mg.L™) (mg.L™) (mg.L™)

26,368 30,628 30,165 34,074

Replicata 1 26,330 30,804 30,033 33,552
26,623 31,327 29,911 33,651

(2 mL de Po + 25 mL de metanol) 26,355 30,510 30,139 33,270
26,259 30,991 29,791 33,269

27,375 30,835 30,067 33,369

Replicata 2 26,332 30,735 30,266 32,691
26,395 30,775 29,927 32,902

(2 mL de Po + 25 mL de metanol) 26,272 30,915 30,023 34,401
26,433 31,936 30,001 34,526

Média 26,474 30,946 30,032 33,571

Minimo 26,259 30,510 29,791 32,691
Maximo 27,375 31,936 30,266 34,526
Desvio padrdo (mg.L'l) 0,333 0,412 0,137 0,606

Desvio padrao (%) 1,26 1,33 0,46 1,81

Os valores da Replicata 1 foram muito préximos aos da Replicata 2. O calculo
do desvio padréao foi feito com a média das Replicatas 1 e 2, obtendo-se valores com

baixo desvio padrédo para o BTEX, revelando que a técnica de cromatografia liquida
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em questdo apresenta repetitividade, reproduzindo valores adequadamente,
permitindo uso da cromatografia liquida como técnica apropriada para a quantificar a

presenca de BTEX encontrados no solo contaminado com gasolina.

6.2.3. Validacado da recuperacao de BTEX do solo

A retirada de amostras de BTEX no solo para a realizacdo de ensaios deve
ser feita com muita cautela, levando em consideracdo que estes compostos sao
altamente volateis, logo parte deles fica presente misturada com o ar, distribuida no
espaco do frasco que o comporta (headspace). Outra interferéncia nos resultados
de coleta e remocao destes compostos do reside no fato de que parte do BTEX fica
adsorvida no solo, sendo muito dificil a sua remo¢do com o uso do metanol em
temperatura ambiente, principalmente quanto mais argiloso for este solo (Haghollahi
et al., 2016; Yang et al., 2017). Por estas razdes se faz necessario conhecer qual € a
taxa de recuperacao do BTEX.

Para verificar a eficiéncia da extracdo do BTEX contido na gasolina
acrescentada no solo, foi verificada a diferenca entre os resultados obtidos para a
solucéo Gasolina + metanol e esperados para a solucdo Solo + gasolina + metanol,
obtendo-se assim a taxa de recuperacao de BTEX, ou seja, a diferenca percentual
entre 0 que entrou de BTEX e o que ficou retido no sistema, cujos valores foram

apresentados na Tabela 12.

Tabela 10: Recuperacédo do BTEX em solo.

Sy Branco/Referéncia (mg.L™) Obtido (mg.L™) Recuperagdo
Gasolina + metanol Solo + gasolina + metanol (%)
Benzeno 9,8 6,6 67,3
Tolueno 102,7 76,8 74,9
Etilbenzeno 48,3 37,6 77,8
Xileno 157,9 122,7 77,7
S Branco/Referéncia (mg.L'l) Obtido (mg.L'l) Recuperagao
Gasolina + metanol + 1,0 mL P, Solo + gasolina + metanol + 1,0 mL P, (%)
Benzeno 20,3 17,9 88,2
Tolueno 112,9 92,4 81,8
Etilbenzeno 59,6 50,0 83,9
Xileno 168,0 137,8 82,0




91

No primeiro caso de comparacdo do resultado esperado com o obtido, ou
seja, comparando-se a solucdo gasolina + metanol com a solugéao solo + gasolina +
metanol, a taxa de recuperacdo de BTEX variou de 68 a 78%, concluindo-se que
parte do BTEX ficou adsorvida no solo e ndo conseguiu ser totalmente removida
com a adi¢do do metanol. No segundo caso, com o acréscimo de 1 mL da solugdo
Po, em que 0 BTEX esta presente em uma concentracdo bem superior a encontrada
na gasolina, a comparacéo entre o resultado esperado e o obtido elevou a taxa de
recuperacdo de BTEX para 82 a 88%, indicando que no segundo caso, as particulas
do solo ndo conseguiram adsorver o BTEX com a mesma intensidade do primeiro,
por causa de certa saturacdo existente no solo, resultando em uma taxa mais
elevada de recuperacao do BTEX (Varona-Torres et al., 2018).

Tendo em vista que o método de validacdo de recuperacdo em BTEX contido
no solo contaminado com gasolina apresentou resultados adequados de linearidade
com o uso do HPLC, que os ensaios com as amostras de solo contaminado foram
reprodutivos, conhecendo-se também qual é a taxa de recuperacdo de BTEX em
solo, foi possivel, neste estudo, adotar a cromatografia liquida como técnica para
identificar os teores de BTEX presentes no solo no decorrer dos 30 dias seguintes
de analise, de maneira a permitir observar se houve diminuicdo de BTEX com a
participacdo dos microrganismos e com o0 uso dos materiais compositos de TPS.

6.3. Avaliacdo preliminar para determinacdo das UFCs de fungos adicionados

no solo

Nesta secdo sdo mostrados os resultados de contagem do numero de UFCs
encontrados nos solos estéril e normal. Os ensaios de variacdo nas concentracdes
de UFCs de fungos adicionados no solo contaminado com gasolina foram realizados
para identificar a adaptacdo do fungo A. fumigatus no solo e escolher a
concentracdo de fungos a ser utilizada posteriormente na etapa final de aplicagéao
das técnicas de biorremediagdo do solo usando os compoésitos de TPS. Neste
sentido, foi verificado se o crescimento de microrganismos e a remocgdo de BTEX
contido no solo estavam ou néo relacionados com a variacdo das concentracdes de
UFCs de fungos adicionados no solo.

Durante a obtencdo dos primeiros ensaios com solos normal e estéril, foi

notado que os frascos de 500 mL, que continham as amostras, ndo apresentavam
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vedacdo adequada para este tipo de teste, pois acabaram ndo conseguindo reter
toda a gasolina. Assim sendo, considerou-se que o0 escape da fase gasosa causou
alteracbes no sistema e, por conseguinte, nos resultados obtidos. Observou-se
também que a esterilizacdo do solo ndo aconteceu de modo satisfatorio, a medida
gue as amostras 0 UFC, que nao deveriam apresentar quaisquer microrganismos,
apresentaram contagens com valores elevados de UFCs. Diante do exposto,
observou-se que os resultados apontados ndo se mostrariam confidveis, pois o
processo de esterilizacdo ndo aconteceu de maneira integra. Linhares et al. (2018),
para avaliar a acdo do fungo patégeno Macrophomina phaseolina, causador da
podriddo cinzenta no caule do feijao caupi, fizeram a esterilizacdo do solo utilizado
no cultivo da leguminosa. Para isso, o solo umedecido foi autoclavado duas vezes a
120°C, durante uma hora, com intervalo de 24 horas entre as duas esterilizacdes.
Dellai et al. (2014) verificando a acdo do 6leo de eucalipto, associado com o fungo
Pisolithus microcarpus, em bracatinga cultivada em solo contaminado com cobre,
esterilizaram o solo trés vezes em autoclave a 121°C, por 60 minutos. Desta forma,
para produzir resultados mais fidedignos, foi considerada uma nova condicdo de
preparo do solo, sendo este esterilizado em autoclave a 120°C, durante 50 minutos,
sendo a seguir acondicionado em um freezer por intervalos de 24 horas entre as 3
vezes em gque foi repetida a operacao. As avaliagdes foram feitas para solos normal

e estéril, com a contagem de 0 e 12.000 UFCs.

6.3.1. Crescimento de microrganismos nos solos normal e estéril.

Os resultados de crescimento da populacdo do A. fumigatus nos solos normal
e estéril foram registrados por meio da contagem de UFCs presentes no solo apoés 2,
7 e 30 dias de acondicionamento na incubadora, com os valores médios contidos na
Tabela 13.

Tabela 11: Nimero de microrganismos (UFCs) presentes nos solos estéril e normal em 30 dias.

Solos A. fumigatus 2 dias 7 dias 30 dias
Esteéril F+Gest) 17 40 19
GAS (normay) 42 52 42
Normal
F+G(normal) 64 32 49
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No ensaio de crescimento de A. fumigatus no solo estéril foi observada uma
fase inicial de adaptacdo dos fungos no meio, seguindo de crescimento da
comunidade fangica e indicacédo de declinio apos 30 dias. Estes resultados mostram
a adaptacao do fungo no solo.

O solo normal evidencia a presenga dos microrganismos nativos, somando-se
aos fungos A. fumigatus, durante os 30 dias. Embora tenha havido maior numero de
microrganismos no solo normal em relacdo ao solo estéril, esta quantidade de
microrganismos parece pequena, sugerindo-se que houve competicdo entre 0s
microrganismos presentes e/ou a acao de todos estes, atuando em consorcio, com a
finalidade de metabolizar a gasolina. A escassez de nutrientes e de espaco pode
gerar competicdes entre a comunidade microbiana, causando o crescimento de
algumas espécies mais dominantes em um tempo que pode ser mais curto ou mais

longo (Cavalcante, Martins, Martins, 2017)

6.3.2. Valores de pH obtidos para os solos normal e estéril, em 30 dias de avaliacéo

Os valores de pH encontrados nos solos normal e estéril foram avaliados,
com resultados apresentados na Figura 33 (n=3). As composi¢des GAS ) e F+G(s)
(amostras sem a presenca de solo) foram utilizadas como comparativas, a fim de

observar a ocorréncia de alteracdo de pH nas amostras de solos estéril e normal.

Figura 33: pH das amostras em solos normal e estéril.
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Foram observados nas amostras avaliadas 3 niveis de pH. As amostras
GAS(s) e F+Gs) apresentaram pH mais elevado em relacéo as amostras com solo.
De acordo com Brown et al. (2017), o pH em no solo pode variar de 2,5 a 12; isto

acontece em razao da quimica do solo ser muito variavel ao longo de sua extenséo.

6.3.3. Valores de BTEX encontrados nos solos normal e estéril

A quantificacdo do teor de BTEX presente nos solos normal e estéril ao longo
de 30 dias foi feita por HPLC. Os valores médios de BTEX encontrados nas
amostras no decorrer de 30 dias estédo representados na Figura 34.

Figura 34: Valores médios de BTEX das amostras no decorrer de 30 dias (solos).
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E possivel observar que decorridos os 30 dias, as amostras sem solo, ou
seja, GAS(s) e F+Gs) apresentaram a concentragdo de BTEX inferior a inicial,
indicando uma perda, possivelmente por volatilizacdo, uma vez que o BTEX € um
composto altamente volatil. Por esta razéo, é possivel inferir que a reducdo do BTEX
no solo, como serd visto a seguir, ndo aconteca totalmente devido a efeitos de
adsorcao do solo e/ou degradacdo por parte de microrganismos, uma vez que a
perda de BTEX também acontece no sistema das composi¢ées com solo, conforme
sera mostrado posteriormente.

Foram feitas as seguintes comparacoes:

- Amostras com gasolina (coluna esquerda) x amostras com fungo + gasolina

(coluna direita): as amostras sem e com o acréscimo de A. fumigatus produziram

resultados finais muito préximos em termos de concentracdo final de BTEX. Foi
notado, porém, que decorridos os 30 dias, a reducéo na concentracdo de BTEX com
o acréscimo dos fungos foi ligeiramente maior do que nos solos sem o acréscimo de
A. fumigatus, tanto em solo normal, como no solo estéril, podendo indicar certa
contribuicdo destes microrganismos na reducdo do BTEX. Nota-se, também, que as
amostras de solo F+G apresentaram uma oscilacdo no teor de BTEX nos 4 dias
iniciais. Zhong (2018) aborda esta questdo, informando que a concentragao de
BTEX cai inicialmente, elevando-se ao longo do tempo, tendendo a se estabilizar
acima das 16 horas, considerando-se o equilibrio de adsorcéo atingido as 48 horas.
Admite-se também a oscilacdo decorrente da presenca dos fungos acrescentados,
pois nas amostras de solo F+G, a oscilacao inicial de BTEX € maior do que em GAS.

- Amostras apenas com gasolina x amostras com solo + gasolina:

primeiramente, observando o solo estéril, ou seja, comparando-se GAS(; com
GAS¢est), houve redugéo no teor de BTEX com a presenca de solo no sistema. Essa
reducdo esta representada na Figura 35 e corresponde ao BTEX que foi adsorvido
pelo solo, cujos valores percentuais estdo quantificados na Tabela 14.
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Figura 35: Cromatogramas - Gasolina em solugéo (GAS) e em solo estéril (GASest)).
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Tabela 12: Porcentagem de BTEX adsorvido no solo estéril no periodo de 30 dias.

1 dia 23% 22% 16% 17%
2 dias 30% 28% 21% 22%
4 dias 32% 32% 24% 26%
7 dias 31% 32% 24% 25%
15 dias 38% 38% 31% 33%
30 dias 28% 30% 22% 24%
Média 30% 30% 23% 24%

No decorrer dos 30 dias, a adsor¢cédo dos elementos no solo foi maior para o
benzeno (30%) e tolueno (30%) do que para o etilbenzeno (23%) e xileno (24%).
Desta forma, é possivel obter a taxa média de recuperagdo de BTEX no solo, o que
corresponde ao valor percentual que néo foi adsorvido pelo solo, ou seja, 70% para
0 benzeno, 70% para o tolueno, 87% para o etilbenzeno e 86% para o xileno.

O equilibrio de adsorcao foi atingido apés 2 dias. Zhong (2018), analisando
amostras de solo arido contaminados com BTEX, também encontrou o equilibrio de

adsorcado de suas amostras apos 48 horas.
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Observando o comportamento BTEX no solo, foi notado que os valores
obtidos com os solos estéril e normal se igualaram dentro do limite da margem de
erro, mantendo essa diferenca no decorrer dos 30 dias. Fatores como temperatura,
teor de matéria organica e pH do solo influenciam na sorcédo/adsorcdo de BTEX
(Zhong, 2018). Logo, a atividade microbiana pode afetar o pH do solo, dependendo
da quantidade de nutrientes que é disponibilizado e metabolizado. Como foi
encontrado BTEX no solo ao final de 30 dias, uma hipotese admitida € a de que a
presenca dos microrganismos nativos e do A. fumigatus tenha sido insuficiente para
causar a completa degradacéao do BTEX.

Outra hipbétese € a de que esses microrganismos tenham recebido pouco
BTEX para serem ativados ou entdo utilizado o carbono ja presente no solo, ndo
metabolizando, a priori, 0 BTEX. O tipo de solo também influencia significativamente
no processo de biorremediacdo. Haghollahi et al. (2016) avaliaram a remocao de
hidrocarbonetos de petroleo (TPH) em tipos de solos altamente contaminados com
gasolina; foram escolhidos 4 tipos de solos, contendo: (I) 100% de areia, (II) acima
de 95% de argila, (Ill) 68% de cascalho e 32% de areia, e (IV) 40% cascalho,
20%areia e 40% argila. Foram inoculados nestes solos microrganismos
degradadores de petréleo e avaliada a remocao e TPH em um periodo de 270 dias.

O melhor resultado de remoc¢éo de TPH foi alcancado pelo solo com areia
(70%), tendo o solo argiloso o pior desempenho (23,5%), sendo que este, apdés 100
dias de tratamento, alcancou menos de 10% de remocao. Estes resultados mostram
que a eficiéncia de remocado do poluente estd associada com o tempo de tratamento,
tamanho de particulas e presenca de matéria organica no solo. Estas sdo algumas
das razdes de serem feitos reforcos com diversos nutrientes, com juncéo de técnicas
gue irdo estimular o crescimento microbiano, acelerando o processo de
biorremediagéao.

A seguir, 0s mesmos resultados sdo apresentados em termos de benzeno,

tolueno, etilbenzeno e xileno, isoladamente, nas Figuras 36 a 39.
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Figura 36: Valores médios de Benzeno encontrado nas amostras de solos ao longo de 30 dias.
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Figura 38: Valores médios de Etilbenzeno encontrado nas amostras de solos ao longo de 30 dias.
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Figura 39: Valores médios de Xileno encontrado nas amostras de solos ao longo de 30 dias.
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Considerando os limites das margens de erro, é possivel observar que as
amostras sem solo, ou seja, 0s brancos GAS(s) e F+Gg) ndo apresentaram perda
de BTEX no sistema, desde o instante T, até T3o. Esta informacédo é importante para
se constatar que o sistema preparado para acondicionar as amostras de solo
contaminado com gasolina se mostrou eficiente, com o6tima vedacdo, e que a
reducdo de BTEX foi origindria, principalmente, da adsor¢cdo do poluente por parte
do solo, uma vez que os solos estéril e normal apresentaram valores similares de
BTEX no final dos 30 dias.

6.4. Avaliacdo da biorremediacdo do BTEX contido no solo com a adicdo de A.
fumigatus e compadsitos de TPS

A etapa de avaliacdo da biorremediacdo € a fase final deste estudo, que
evidencia quais foram os éxitos alcangados com a criagdo de um novo material
compdsito biodegradavel em termos de contribuicdes na mitigacdo do impacto do
ambiental causado pela acdo do BTEX da gasolina no solo, de maneira que se
possa delinear 0os proximos passos para a aplicacdo deste estudo de uma forma
mais sustentavel e economicamente viavel. Sdo apresentados os resultados de
crescimento de microrganismos e presenca de BTEX no solo contaminado com
gasolina e contendo os materiais compésitos de TPS no decorrer de 30 dias.
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6.4.1. Crescimento de microrganismos no solo com compaositos de TPS

A contagem de microrganismos presentes no solo com a adicdo de A.
fumigatus e compdsitos de TPS foi registrada, de acordo com os resultados

apresentados na Tabela 15.

Tabela 13: NUmero de microrganismos (UFCs) presentes nos solos com compdésitos
de TPS no decorrer de 30 dias.

Composicoes 1 dia 2 dias 4 dias 7 dias 15 dias 30 dias
PUR 87 57 219 209 139 55
BEN-5 123 81 179 195 88 34
BEN-10 133 100 260 196 157 74
ZEO-5 125 56 208 124 171 57
ZEO-10 98 105 271 141 150 62

Ao fazer uma comparacao entre as amostras de solo sem TPS (solos normal
e estéril) e com os compositos de TPS (PUR, BEN e ZEO), observou-se que o
crescimento de UFCs de microrganismos foi maior nas composicdes com TPS,
indicando que o TPS atuou como fonte de carbono para estimular o crescimento dos
microrganismos presentes (Datta, Halder, 2018, 2019). Até o quarto dia, nas
composi¢cdes com cargas minerais ocorreu maior desenvolvimento no nimero de
microrganismos do que em PUR, mostrando que a adsorcdo de &gua (e,
provavelmente de nutrientes) por parte das cargas minerais favoreceu a

multiplicagdo microbiana.

6.4.2. pH e teor de carbono do solo com os compdsitos de TPS

Os valores de pH e teor de carbono encontrados nas amostras de solo com
0s compositos de TPS foram avaliados, com resultados ilustrados nas Figuras 40 e
41 (n=3). As composi¢coes GASnom) € F+Gnorm) foram utilizadas como comparativas,

referentes ao solo sem compdésitos de TPS.
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Figura 40: pH do solo com os compdsitos de TPS.
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A atuacdo de microrganismos torna-se evidente com a presenca dos
compdsitos de TPS nos primeiros 7 dias, a ser comprovado pela elevacdo da oferta
de carbono no solo pela alteracdo do pH, que variou de 6,3 a 6,6 no solo com 0s

compositos de TPS. Em um estudo de caso realizado por Zhong (2018), foi
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investigada a adsorcao de BTEX no solo em fungéo da alcalinidade, salinidade, teor

de matéria organica e temperatura ambiente, no qual se constatou que em pH

abaixo de 7,6, a reducédo do pH implica em elevacao da adsor¢cdo de BTEX no solo.

Brown et al. (2017) relata, contudo, que a faixa 6tima de pH para a biodegradacéo

de hidrocarbonetos situa-se em torno de 6,5 a 8, e que 0s microrganismos que

atuam na degradacéo sdo muito sensiveis as variagdes de pH.

6.4.3. Valores de BTEX encontrados nos solos com compdésitos de TPS

O BTEX contido nas amostras de solo com os materiais compdésitos de TPS

foi extraido dos frascos e medido no HPLC, com triplicata de amostra e duplicata de

injecdo, totalizando em um numero amostral igual a 6 para cada composicdo. A

Figura 42 ilustra os valores médios de BTEX encontrados nos solos com o

acréscimo de compositos de TPS ao longo de 30 dias de biorremediacgéo.

Figura 42: Valores médios de BTEX das amostras no decorrer de 30 dias (compositos de TPS).
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Em todas as amostras em que foi acrescentado o A. fumigatus, inclusive nas
amostras de compadsitos de TPS notou-se uma inflexdo na curva de BTEX, ocorrida
entre o 1° e o 2° dia, podendo ser resultante do equilibrio do processo de
sorcao/adsorcdo ocorrido no solo, até em 48 horas (Zhong, 2018), mas também
podendo ser proveniente, em parte, da acdo metabdlica de microrganismos
presentes no solo.

Ao final de 30 dias, os valores de BTEX das amostras de PUR e dos demais
compositos de TPS elevaram, comparando com 0 solo F+Ggom), sem TPS. E
interessante notar que, com a elevacao das cargas minerais de bentonita e zedlita
em BEN-10 e ZEO-10, elevou-se um pouco mais o teor de BTEX em relacdo ao que
foi encontrado em BEN-5 e ZEO-5, respectivamente. Para melhor compreender os
resultados obtidos para PUR e as suas variacdes de cargas minerais, as amostras
foram comparadas separadamente, de acordo com cada composto de BTEX, com
resultados apresentados nas Figuras 43 a 46.

Figura 43: Valores médios de Benzeno encontrados nas amostras de solos ao longo de 30 dias.
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Figura 44: Valores médios de Tolueno encontrados nas amostras de solos ao longo de 30 dias.
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Figura 45: Valores médios de Etilbenzeno encontrados nas amostras de solos ao longo de 30 dias.
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Figura 46: Valores médios de Xileno encontrados nas amostras de solos ao longo de 30 dias.
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Foi observado que o comportamento em termos de proporcéo obtida para os
valores de benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno nas amostras analisadas era
semelhante, de tal forma que possibilitou a avaliar a presenca dos quatro compostos
volateis como um sO. Desprezando-se os limites das margens de erro, é possivel
observar algumas diferencas entre as amostras.

Até o segundo dia notou-se que as composi¢cdes com 0s compaositos de TPS,
Ou seja, com as cargas minerais, apresentaram o teor de BTEX reduzido em relag&o
a PUR e a F+Gpom). Esta diferenca possivelmente esta relacionada com a
contribuicdo dada pela bentonita e pela zedlita, proporcionando rapida absorcéo de
agua (Bandura et al., 2017). A absorcdo de agua no sistema é importante para
favorecer o crescimento dos microrganismos, conforme foi evidenciado nos
resultados de crescimento microbiano. Com a rapida absorcdo de agua, parte da
gasolina presente também pode ter sido capturada. Com o passar do tempo, porém,

o teor presente de BTEX das amostras com compdsitos se igualou a amostra de
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solo sem os compositos, ou seja, F+Gnom), chegando, inclusive, a superar a
quantidade final de BTEX encontrada nos testes anteriores, realizados com os solos
normal e estéril. Uma hipotese admitida € a de que o fato de o TPS ser higroscopico
e 0S minerais de argila também o serem, em maior potencial, isto possivelmente
tenha inibido parte da adsorcdo que deveria ser realizada pelo solo, sendo que
depois de 2 dias, o0 BTEX passou a ser liberado dos compdésitos de TPS para o
sistema por meio de sor¢cdo, no momento em que foi adicionado e misturado com o
metanol para a coleta de aliquota para o ensaio no HPLC.

Se a adicdo dos compadsitos de TPS pareceu nédo ter culminado, a priori, em
contribui¢cdo significativa para a biorremediagdo de BTEX no 30° dia, a captura de
BTEX nos primeiros dias de tratamento torna-se interessante no sentido de evitar
que parte do BTEX seja perdida por volatilizagdo no headspace; neste caso, se for
elevado o numero de microrganismos degradadores de BTEX no inicio do processo,
possivelmente este BTEX capturado pelos compésitos de TPS seja degradado.

Conforme observado no final do 30° dia, o BTEX ainda estava presente no
sistema. Processos de biorremediacdo, no entanto, normalmente acontecem por
periodos superiores a 30 dias (Haghollahi et al., 2016), desta forma, ndo se pode
descartar a possibilidade de serem feitas alteracbes no processo, de modo que a
biorremediacdo venha a acontecer a curto prazo, efetuando-se melhorias no
tamanho e distribuicdo granulométrica das particulas dos minerais utilizados (Zhang
et al., 2017), no processamento do material compdsito (Shahbazi et al., 2018), no
preparo do solo e dos microrganismos (Padilha et al., 2017) utilizados para os
estudos futuros. Wojtowicz (2009) e Villar et al. (2017) estudaram a degradacéo do
amido no solo, alcangcando a biodegradagdo do TPS no solo apds 45 dias de

incubacéo das amostras.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo prop6s a criacdo de um material compdsito biodegradavel
em solo contaminado com gasolina que, diferente dos outros materiais plasticos
convencionais, que demoram cerca de 200 anos para serem degradados, apresenta
rapida degradacdo, contribuindo desta forma para a mitigacdo do impacto ambiental
que fora causado no solo. Foi possivel desenvolver amido termoplastico com uso
dos subprodutos entrecasca de mandioca e glicerina “loira”, acrescentando
bentonitas e zedlitas, de granulometria em escala micrométrica, gerando com isso
um material compoésito de baixo custo e baseado em matérias primas naturais.
Apesar de a andlise morfologica identificar a plastificacdo parcial do amido na matriz
de TPS, ajustes de presséo e temperatura durante o processamento do material séo
recomendaveis, de maneira a intensificar também as propriedades mecanicas dos
compasitos de TPS.

O método de HPLC utilizado mostrou confiabilidade em termos de linearidade
de padrbes de BTEX, com adequada repetitividade e reprodutibilidade das amostras
analisadas. O uso do HPLC indicou na definicho do método uma taxa de
recuperacdo de BTEX que variou de 68 a 78%, valores estes que vieram a ser ainda
mais elevados na aplicacdo deste método para os testes finais com o solo
contaminado com gasolina, em que a taxa de recuperacdo de BTEX alcancou
valores entre 70 e 87%. A média de desvio padrdao percentual obtido, considerando
todas as amostras analisadas, foi de 2,5% para o benzeno, 2,3% para o tolueno,
1,7% para o etilbenzeno e 2,1% para o xileno.

Houve crescimento microbiano durante o periodo de avaliagcdo de tratamento
do solo, o qual foi se acentuou com a inser¢cado dos compdésitos de TPS, a ser notado
principalmente nos primeiros dias de tratamento e evidenciado nos testes de
contagem das UFCs de fungos, na alteracdo do pH do solo e na elevagéao da oferta
de carbono. Nas condicbes de analises utilizadas, houve certa contribuicdo
promovida pelo bioaumento proveniente do A. fumigatus; o controle do pH do solo e
a utilizacdo de cultura diversificada de microrganismos sao questbes a serem
investigadas para tornar a biorremediacdo de BTEX mais eficiente.

A atuacdo dos compdsitos de TPS promoveu a absorcdo de parte da agua
presente no solo e, juntamente com ela, parte da gasolina. Isso se deveu, em

grande parte, ao incremento dos minerais zedlita e bentonita na matriz de TPS. Este
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beneficio, porém, foi perceptivel principalmente no inicio do processo, no entanto, a

biorremediacdo costuma ser mais evidente com tempo superior a 30 dias, por esta

razdo, a continuacdo do periodo de tratamento do solo por tempo superior a 2

meses poderia ser importante para observar o inicio da degradacdo do amido

termoplastico, com melhoria na oferta de nutrientes e ativacdo de microrganismos, o

que poderia favorecer o processo de biorremediacdo do solo contaminado com

gasolina.

8. PROPOSTAS PARA ESTUDOS FUTUROS

1)

2)

3)

4)

5)

A continuacdo do periodo de tratamento do solo por tempo superior a 2 meses é
algo proposto para estudos futuros (Haghollahi et al., 2016), no sentido de poder
ser observado o comportamento do solo com o inicio da degradacdo do amido
termoplastico e a melhoria na oferta de nutrientes e ativacdo de microrganismos,
0 que poderé favorecer o processo de biorremedia¢do do solo contaminado com
gasolina.

Processamento de TPS utilizando glicerina bruta como plastificante torna-se algo
interessante, visto que o uso da glicerina bruta apresenta custo menor, por nao
ter passado pelo processo de destilacdo. Apesar do maior teor de impurezas
(Biodiesel, 2010), a maior presenca de agua poderd contribuir com a
plastificacdo do amido e a matéria organica podera contribuir com o crescimento
dos microrganismos, favorecendo a biorremediacgéo;

Reprocessamento dos compdsitos de TPS, com alteracdo na pressdo de
cisalhamento e temperatura, pois, segundo Shahbazi et al. (2018), tais variacoes
poderdo interferir significativamente nas propriedades mecéanicas do material;
Moagem, com reducdo da granulometria da zedlita, para reduzir a propagacgéo
de tensdes nos corpos de prova TPS para ensaios mecanicos de tragao;

Cultivo e utilizacdo de consorcio de microrganismos degradadores de BTEX,

para acelerar o processo de biodegradacgéao (Liu et al., 2011);
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ANEXOS

ANEXO A - Laudo da Bentonita, fornecido pela empresa Brasilminas.

ESPECIFICAGAO DE PRODUTO ACABADO o
Data:
23/10/07
BRASILMINAS BRM F 14-EPA 13.03 - BENTONITA CREME 331/325 Tsina':_;/;—

1- CARACTERISTICAS INFORMATIVAS

1.1 — Composigéo Basica:

Silicato de Aluminio ( SiO; + Al,O3)

1.2 — Caracteristicas Quimicas Tipicas — Referencial

SO, 51,79 %
Al;0s 17,30 %
K20 0,55 %
Fe,Os 6,78 %
MgO 3,46 %
Na;O 2,58 %
CaO 0,52 %
Perda ao Fogo (850°C) (%) Max. 19,0 %

A analise quimica é uma média de varios lotes e ndo € controlada lote a lote, portanto serve somente como referencial.

2- PROPRIEDADES CONTROLADAS

CARACTERISTICAS LIMITE DE VARIACAQ METODO DE ENSAIO
Absorcéo DOP (%) 35,0a46,0 ITBRM 3
Absorcao Oleo Linhaga (%) 29,0a39,0 IT BRM 2
Cor CREME IT BRM 19
Densidade Aparente (g/cm3) 0,70a1,10 IT BRM 20
Perda ao Fogo (850°C) (%) Max. 19,0 % IT BRM 11
Peso Especifico (g/cm3) 2,40a280 ITBRM7
pH (solugéo aquosa 5%) 70a11,0 IT BRM 9
Retengéo # 325 mesh (0,045mm) (%) Max. 1,0 IT BRM 8
Umidade (%) Max. 10,00 IT BRM 10

3- EMBALAGEM: Sacos de papel kraft de 2 folhas com peso liquido de 20 kg por saco

4- MANUSEIO E ESTOCAGEM: Manuseio e armazenamento em local seco e arejado. Empilhamento méaximo de 2 pallets.

5- PRAZO DE VALIDADE: 5 anos

ELABORAGCAO/REVISAO ANALISE CRITICA APROVACAO

Nome: Nome: Nome: |

Data: 23/10/07 Data: 23/10/07 Data: 23/10/07

Assinatura: Assinatura: Assinatura:

CONTROLE DE REVISOES
Reviséo Descricdo Data
00 Emisséo inicial. 14/07/00
01 Padronizagéo estética para documentos da qualidade. Atualizagdes nas propriedades 03/07/06
fisicas e quimicas

02 Atualizacdo da numeragéo do método de ensaio 23/10/07

rev 01
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ANEXO B — Laudo da Zedlita, fornecido pela empresa Celta Brasil.

\® CELTABRASIL e

Member of
GROUP

Produto: WATERCEL ZN 0,4a 1,0

Lote: 2213.2016.03/031

Fabricagao: 03/2016

Validade: 03/2019

Composicdo Quimica

LAUDO — 5333

Anédlise Quantitativa por Espectrometria de Fluorescéncia de Raios X

__COMPONENTE | RESULTADO (%) | ESPECIFICAGAO (%) |
SiO, 62,69 60 — 80

Al,O, 12,18 8-15
K.0 3,24 <6
Fe,0s 1,06 <3
‘MgO 0,68 <3
TiO, 0.18 <1
Na,O 0,48 <5

Perda ao fogo 14,53 6-15

Os resultados obtidos apresentam uma incerteza de + 1%.

Temperatura de secagem 110 + 5°C
Temperatura de perda ao fogo 950 + 50°C

Composicéao Fisica

____ _ANALISET | RESULTADO ESPECIFICACAO
Qdor Inodoro Inodoro
Cor creme Verde a creme
Granulometria 1,42 C.U. 1,4-1,9C.U.
Ponto de fuséo 1.300 °C 1000 a 1400 °C
Densidade aparente 0,9 g/cm?® 0,9-1,0g/cm®
pH 6,5 50-11,0
Umidade 2,5 % <6 %
CTC 2,0 meqg/g 0,8 - 2,0 meqg/g
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ANEXO C - Laudo da Glicerina “loira”, fornecido pela empresa Almad.
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Oleos, Gorduras e Derivados

Especificacdo Técnica

Glicerina Loira

Nome Quimico: Glicerina Bruta

Propriedades Fisicas e Quinicas:

Caracteristicas Unidade Especificagbes

Aspecto Visual Lig Castanho Escuro ou Ambar
Glicerol % Min. 80,0

Cloretos (NaCl) % Max. 9,50

Cinzas % Max. 10,0

Residuos Orgéanicos % Max. 3,0

Alcalis Livres % Max. 0,1

Alcalis Combinado % Max. 0,3
Densidade g/ml 1,295

Viscosidade cps 336,50

Funcdo: Dispersante, emulsionante, tenso ativo.

Aplicacdes: Linha domestica como Detergente liquido, sabdo em po, e outros. Para
linha Automotiva: xampu, pretinho para pneu e outros.

Embalagens: Tambores 250 kg

Validade: 24 meses
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