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1. INTRODUCAO

O ar, aagua e 0 solo sdo 0s meios que suportam a vida. Estes meios apresentam uma
consideravel capacidade de se recuperar de disturbios periddicos de curta duracéo, tais como
tempestades, incéndios, episddios de poluicdo, ou remocdo de culturas. Isto ocorre porque 0s
organismos e 0s processos do ecossistema estdo adaptados aos distlrbios naturais que ocorrem
e tém ocorrido através da histéria geol 6gica e humana (ODUM, 1997). Segundo BEEBY (1993),
o efeito coletivo das adaptacdes das espécies individuais pode permitir que todo o ecossistema
se adapte a um distirbio e mantenha seu equilibrio.

O que é novo nos tempos recentes é o aumento em intensidade e extensdo geogréfica
do distarbio antropogénico e, de especia preocupacdo, a introducdo em larga escala no
ambiente de novos compostos quimicos tais como 0s agrotoxicos e os residuos industriais
(ODUM, 1997). Isto tem ocorrido porque, em busca do desenvolvimento, todos os paises tém
acelerado a industrializag&o e intensificado a agricultura (CHAABAN, 2001).

Os primeiros agrotéxicos sintéticos se tornaram disponiveis durante os anos 40,
gerando grandes beneficios para a producéo de alimentos (VAN DER WERF, 1996). Segundo
RICHARDSON (1998), quando usados corretamente, os agrotoxicos podem evitar mais de
40% da perda de cultura; entretanto, 0 uso incorreto dos agrotoxicos, como a aplicacdo em
guantidade excessiva, ou em culturas e condi¢des ndo especificas para cada produto, pode
resultar no acimulo de residuos destes compostos no ambiente gerando consequiéncias
ambientais e para a salide publica.

A cada ano estimase que 2,5 milhdes de toneladas de agrotéxicos sdo aplicados em
culturas agricolas em todo o mundo. Como 0 uso de agrotdxicos na agricultura leva a
exposi¢cdo de organismos ndo alvo, efeitos colaterais indesejaveis podem ocorrer sobre algumas
comunidades, gerando o desequilibrio do ecossistema como um todo (VAN DER WERF,
1996). As aplicagdesiniciais de agrotoxicos tém sido muito efetivas na reducéo dainfestagdo de
pragas e no aumento da producdo agricola e da produtividade resultando em maior
disponibilidade de alimentos. Entretanto, com o tempo, as pragas atingidas tém desenvolvido
resisténcia aos agrotoxicos tornando necessario 0 aumento das aplicagdes, ou resultando no
aumento da populacéo de pragas. Além do aumento de resisténcia, ha também a destruicédo de
espécies ndo alvo como os predadores naturais das pragas e parasitas, além das abelhas, vitais
para a polinizacdo de culturas, e dos organismos do solo como os artrépodes, minhocas,

fungos, bactérias e protozoérios, que sdo fundamentais tanto para a estrutura como para a



funcéo dos ecossistemas. Os agrotoxicos também contaminam a &gua potavel e as culturas de
alimentos, especialmente de frutas, legumes e hortalicas, representando um perigo potencial a
salide dos consumidores, atingindo principalmente as criangas, que sao as mais vulneraveis aos
ef eitos toxicos destes compostos (WILSON & TISDELL, 2001).

Além da atvidade agricola, a atividade industrial também contribui para a
contaminacdo ambiental, através da emissdo de residuos para o ar, 0 solo e a dgua.

Os residuos toxicos industriais foram considerados até recentemente, apenas uma
consequéncia norma da atividade industrial, ndo digna de atencdo. Assim, o materia
indesgjavel foi colocado em depdsitos de residuos toxicos ou somente depositado
clandestinamente em locais ndo adequados até que varios desastres locais comecaram a chamar
a atencdo publica (ODUM, 1997). Vérios incidentes de contaminacdo de agua subterrénea,
contaminagdo de agua superficial, poluicdo do ar, incéndios, explosdes e envenenamentos
durante o despejo de residuos tém sido observados em todo mundo. Estes incidentes tém
obrigado os governantes em todo o mundo aimpor umalegislacéo controlando adisposicéo e a
geracdo de residuos (POLPRASERT & LIYANAGE, 1996).

No Brasil, na década de 50, véarias industrias quimicas foram atraidas para a Baixada
Santista no Estado de S&o Paulo devido ainstalagdo da Refinaria Presidente Artur Bernardes de
Cubatéo (grupo Petrobras — Petrdleo Brasileiro S/A), as facilidades de transporte propiciadas
pelo Porto de Santos e a proximidade com a regido metropolitana de Sdo Paulo (MATHEUS,
1998). Uma destas induUstrias foi a Clorogil /A — IndUstrias Quimicas, instalada em 1962, que
comegou a produzir pentaclorofenato de sddio, além de solventes organoclorados, como o
tetracloreto de carbono, que € um desengraxante utilizado na indistria metallrgica
(MATHEUS, 1998). Em 1976, a industria Clorogil foi incorporada pela Rhodia S/A
(MATHEUS, 1998). Os residuos gerados pela Clorogil e pela Rhodia foram sendo dispostos de
formainadequada em vérios locais da planicie arenosa da Baixada Santista. No periodo de 1966
a 1988, estimarse que foram descartados 12 mil toneladas de produtos téxicos, de dois tipos:
um com elevadas concentragdes de pentaclorofenol oriundo da producdo de pentaclorofenato
de sodio e outro oriundo da producdo de tetracloreto de carbono, contendo compostos
organoclorados, principalmente o hexaclorobenzeno (MATHEUS, 1998). Hoje sdo conhecidas
pelo menos 11 &areas contaminadas distribuidas nos municipios de Sdo Vicente, Cubatéo e
ltanhaém (MATHEUS, 1998).



Por exigéncia da Companhia de Tecnologia e Saneamento Ambiental — CETESB
(Secretaria do Meio Ambiente do Estado de S&o Paulo), a Rhodia S/A construiu um
incinerador para queimar o material contaminado. Enquanto se aguardava a instalagdo do
incinerador, foi construida uma “Estacdo de Espera’ onde estdo armazenadas cerca de 33 mil
toneladas de solo contaminado removido de trés areas do Distrito de Samaritd, em Sdo Vicente.
Ap6s o inicio da operacdo do incinerador, o material contaminado de outros locais, como
ltanhaém e Cubatdo, foi sendo removido diretamente para a incineracdo. Entretanto, a
incineracdo destes materiais provocou a liberacdo de residuos téxicos para 0 ar tornando
necessaria a interdicdo do incinerador. Assim, a “Estacdo de Espera’ continuou aguardando a
oportunidade de ter o seu material tratado (MATHEUS, 1998).

O tratamento dos residuos presentes nestas &reas € necessario devido ao risco
ambiental e a sallde humana. No municipo de S8o Vicente, a populacdo atraida pela atividade
industrial e pelo Porto de Santos, passou a ocupar areas proximas a esses locais contaminados
(MATHEUS, 1998), podendo ser exposta a residuos toxicos e potencialmente cancerigenos.
Além disso, como estes compostos sdo muito persistentes, podem contaminar outras partes do
ambiente, principalmente as &guas subterrdneas e comprometer o futuro destes ecossistemas.
Os residuos armazenados na “Estacdo de Espera’ também precisam de um destino mais
adequado, ja que ndo podem ser mantidos indefinidamente neste local sem que haja também o

risco de contaminac&o do ambiente.

Entretanto, esse tratamento requer a realizacdo prévia de estudos que indiquem as
formas mais eficientes que levem a sua diminuicéo ou eliminagdo. Estes estudos devem permitir
avaliar a possbilidade de degradar compostos poluentes, como no processo de
biorrecuperacéo, que utiliza microrganismos pararealizar esta degradacdo. Estes estudos devem
também, permitir a previsdo de uma possivel contaminacdo do ar e da agua através da

volatilizacéo e dalixiviacéo destes compostos.



2. OBJETIVOS

A introducdo de residuos toxicos no solo, tanto de origem agricola como industrial,
pode resultar na contaminagdo do Ecossistema como um todo e provocar o seu desequilibrio.
Neste estudo, o despejo de residuos industriais contendo compostos como o hexaclorobenzeno
(HCB), que também é um agrotéxico e tem grande persisténcia no ambiente, resultou na
contaminacdo do solo de vérias areas e levou ao risco de dispersdo deste composto para outras
partes do Ecossistema.

Assim, este estudo pretendeu verificar a possibilidade de remocéo de residuos de
hexal orobenzeno do solo através de alteracbes de caracteristicas do solo, analisando também a
possi bilidade de contaminacdo do ar e da agua.

- Objetivos:
| - Verificar a eficiéncia da adicéo de matéria organica, da alteracéo de pH e do alagamento do
solo na biorrecuperagéo de area contaminada com hexaclorobenzeno, analisando:
a) O efeito da adicdo de matéria organica, da alteracdo de pH e do alagamento sobre:
- a densidade e a atividade de microrganismos em amostras de terra contaminada com
hexaclorobenzeno.
- a biodegradac&o do hexaclorobenzeno.
b) O efeito do aumento da densidade e atividade microbiana, sobre a biodegradacéo do
hexacl orobenzeno.
Il — Verificar a possibilidade de contaminagdo do ar, analisando:
- O efeito da adicdo de matéria organica, da alteracéo de pH e do alagamento de amostras
de terra contaminada sobre a volatilizagéo do HCB.
Il — Verificar a possibilidade de contaminagdo da agua, analisando:
- O efeito da adicdo de matéria organica e da alteracdo de pH sobre a mobilidade de HCB

em amostras de terra contaminada.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Compostos Poluentes Per sistentes

Compostos poluentes persistentes sdo, por definicdo, substancias que tém meia-vida
longa ou lenta taxa de desaparecimento no ambiente, principa mente devido a sua estabilidade
guimica, mas também devido a condigdes ambientais desfavoréveis aos processos de
mineralizacdo ambiental ou biol6gica (BRO-RASMUSSEN, 1996).

E o caso de vérios compostos feitos pelo homem que tém estruturas que n&o sio
encontradas nos compostos naturais e podem ser portanto pouco degradaveis e persistir no
ambiente, sendo chamados de recalcitrantes (HAGGBLOM, 1992). Um grupo importante de
tais xenobidticos € o dos compostos arométicos halogenados. Estes compostos,
particularmente, os arométicos clorados, tém sido produzidos em grandes quantidades nos
ultimos 50 anos para uso como biocidas (herbicidas, fungicidas, inseticidas) e para inimeras
outras aplicagdes (HAGGBLOM, 1992). Sio poluentes de grande preocupacdo porque
freqUentemente entram no ambiente em quantidades substanciais, sdo toxicos e resistentes a
degradacéo e se acumulam em sedimentos e nabiota (SUFLITA et al., 1982).

Entre os compostos poluentes persistentes, estdo alguns agrotoxicos e residuos
industriais como o hexaclorobenzeno (HCB) e o pentaclorofenol (PCP). Os agrotdxicos
atingem as diversas partes do ambiente por aplicacdo intencional no solo, na &gua ou nos
vegetais, ou por contaminagdo ndo intencional, por deriva durante a aplicacdo, atingindo a égua,
0 ar ou 0 solo. Os residuos industriais sdo langados no ambiente, tanto no solo como na agua,

como forma de descarte de subprodutos indesejaveis.

3.2. Hexaclor obenzeno

O hexaclorobenzeno (HCB) é um composto aromético halogenado que apresenta o
nicleo benzénico completamente clorado (STAN, 1981). Esta caracteristica confere
estabilidade ao composto, ja que o cloro ligado organicamente inibe a sua biodegradacéo e,
embora a ligagdo carbono-cloro ndo sgja totalmente estranha na natureza, a maioria dos
organismos néo dispde de enzimas que a quebrem (SCHEUNERT, 1992). Assim, devido a sua
estrutura quimica (Fig. 1) o HCB é extremamente persistente em todos os compartimentos do
ambiente. Segundo BRO-RASMUSSEN (1986), a sua fotooxidacdo é lenta, a meia-vida em
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sistemas bacterianos € longa (de 1 a 5,3 anos) e o HCB é dificilmente transformado por

0rgani smos Vivos.

Cl

cl _,,Lﬁ e

o O
.

Figura 1: Férmula estrutural do HCB (VERCHUEREN, 2001).

O HCB foi introduzido em 1945 para o tratamento de sementes especialmente para
controle de fungo de trigo (EDWARDS, 1991). Entretanto, na maioria dos paises, a producéo
do HCB como fungicida foi interrompida entre meados dos anos de 1970 e inicio dos anos de
1980 (MORRIS e CABRAL, 1986). Embora o HCB tenha toxicidade aguda moderada, deve ser
classificado como um risco ao ambiente devido a sua persisténcia e ata taxa de bioacumulacéo
(BRO-RASMUSSEN, 1986). Por isso, 0 HCB esta na lista dos poluentes organicos persistentes
(POPs), que foram assim classificados pelo “Programa as NagOes Unidas para o Meio
Ambiente” (PNUMA) em funcdo da sua toxicidade, persisténcia, capacidade de bioacumulagdo
e de transporte atmosférico (ALCOCK & JONES, 1999).

A maioria do HCB existente atualmente, teve como origem a atividade industrial
(TOPPet al., 1989)

O HCB é sintetizado através de cloracdo de benzeno sob altas temperaturas na
presenca de um catalizador (BAILEY, 2001). Entretanto, 0 HCB também pode ser formado
como subproduto em vérios tipos de reagdes. Em industrias quimicas, por exemplo, o HCB é
formado como subproduto durante a producdo de compostos clorados como os solventes
percloroetileno e tricloroetileno, além de agrotoxicos clorados. O HCB também é formado
como subproduto de combustdo incompleta na presenca de cloro, em processos como a
incineracdo de lixo urbano e a queima de carvdo para a producdo de cimento. Segundo
BAILEY (2001), 23000 kg ano™ de HCB s3o adicionados ao ambiente global.

O HCB tem sido detectado em todo o mundo, no ar, na &gua e na biota (BAILEY,

2001), sendo considerado portanto, um contaminante ambiental amplamente distribuido



(SOTIRIOU et al., 1994, MANSOUR et al., 1986). A sua ampla distribuicdo no mundo e
presenca em tecidos humanos se deve a ata persisténcia, baixa solubilidade em agua e ata
solubilidade em gordura (Tab. 1).

Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas do hexacl orobenzeno.

Ponto de fuséo 226°C (VERSCHUEREN, 2001)

Presso de vapor a 20°C 1,1 x 10° mmHg (VERSCHUEREN, 2001)
Solubilidade em dgua a 20°C 32x10°gL™ (MANSOURZet al., 1986)
Coeficiente de particdo Log n-octanol/agua 5,2 (MANSOUR et al., 1986)

Solubilidade em gordura 9,8gkg™ (MANSOUR et al., 1986).

A despeito da relativamente baixa pressdo de vapor do HCB, a sua baixa solubilidade
em &gua permite que o HCB sgja volatilizado em taxas significativas sendo portanto, passivel
de transporte atmosférico (MANSOUR et al., 1986). SCHEUNERT e KORTE (1986), por
exemplo, observaram que apds apenas 1 semana, 6,0% do *C-HCB aplicado no solo foi
volatilizado.

Além disso, tém-se verificado que a baixa hidrossolubilidade e ao elevado coeficiente
de particdo n-octanol/agua resultam em ato grau de adsorcdo no solo e em sedimentos
(SOTIRIOU et al., 1994; EGELER et al., 1997) e também em alto fator de bioconcentracéo
(MANSOUR et al., 1986; SOTIRIOU et al., 1994; EGELER et al., 1997). WILKEN e WIRTH
(1986), observaram porcentagens de adsor¢cdo do HCB de 11% em areia, 96% em lodo
ativado, de 69% a 94% em carvao e de 75 a 81% em matéria particulada suspensa. Em estudo
com uma espécie de minhoca de sedimento, EGELER e col. (1997) observaram que a
concentracéo de HCB nestes animais era 7 vezes maior que no sedimento. RUUS e col. (1999)
detectaram de 11 a43 ng de HCB g ™ gordura em focas e peixes de ambiente marinho. Além
disso, o HCB foi um dos primeiros e mais frequientes compostos detectados no leite humano
(LEVINE, 1991).

O HCB tem toxicidade aguda moderada (STRIK, 1986) mas tem alta toxicidade
cumulativa (KREWSKI et al., 1986). Em estudos de 21 a 104 dias de duracéo, KUIPER-
GOODMAN e GRANT (1986) observaram a ocorréncia de danos no figado em ratos,
principalmente em fémeas. Além disso, 0 HCB é carcinogénico para hamster e ratos e em

humanos produz lesdes na pele e porfiria hepatica (KREWSKI et al., 1986 ).



3.3. Degradacao de Compostos no Ambiente

No ambiente, compostos como 0s agrotoxicos e os residuos industriais sofrem
diferentes reacdes de transformacao biéticas e a bidticas.

As reacdes bidticas sG0 as que ocorrem em organismos Vivos ou sao catalizadas por
enzimas fora das células (SCHEUNERT, 1992). Esses processos podem ocorrer por
metabolismo ou cometabolismo.

A reacdo hidtica que ocorre por metabolismo fregientemente resulta na completa
mineralizagdo do composto e na sua conversao a dioxido de carbono, gua e ions inorgéanicos
(LUCHINI & ANDREA, 2002). Ocorre com um niimero limitado de compostos e com algumas
poucas cepas de microrganisSmos que sdo capazes de crescer usando estes compostos como
Unica fonte de carbono (SCHEUNERT, 1992). A mineralizacdo, ou sgja, a completa degradacéo
de uma molécula organica a moléculas inoganicas pequenas (CO,, H,O, Cl) é quase sempre
uma consequiéncia da atividade microbiana, e é a Gnica via que leva a completa eliminacdo do
compostos do ambiente (SCHEUNERT, 1992).

Por outro lado, na reacdo bidtica que ocorre por cometabolismo, 0s microrganismos
realizam transformagdes dos compostos mas ndo obtém nem energia nem carbono a partir
destas reacfes, que consequientemente ndo promovem o crescimento destes microrganiSmos
(SCHEUNERT, 1992). A falta ou inibicdo de certas enzimas faz com que microrganismos
degradadores usem para o crescimento um co-substrato que pode ser encontrado na matéria
organica enddgena ou deve ser introduzido no ambiente. Neste caso, 0s microrganismos néo
s80 capazes de redlizar a degradacdo completa do composto (FOURNIER et al., 1993)
resultando na formagio de produtos intermediarios (LUCHINI & ANDREA, 2002). Este
processo ocorre para a maioria dos agrotoxicos (FOURNIER et al., 1993).

As reacdes de transformacdo bidticas sdo divididas basicamente em reacOes
oxidativas, redutivas e hidroliticas.

As reagdes oxidativas mais comuns sdo descarboxilaggdo, b-oxidacdo, epoxidacao,
dehidrogenacdo, N-desmetilacdo, substituicdo de O por S e quebra de éter. A quebra daligacéo
C=C por oxidacdo microbiana (epoxidacdo) ocorre, por exemplo, para o aldrin e outros
compostos com anel aromatico e € importante porque inicia a degradacdo molecular
(SCHEUNERT, 1992).

As reacOes hidroliticas sdo importantes porque uma das cadeias mais comumente

presentes nos agrotoxicos € a ligacdo éster e a hidrélise desta ligacdo leva a formacdo de



produtos ndo toxicos. Neste tipo de reagdo, 0s microrganismos excretam enzimas hidroliticas
gue levam areducdo dos compostos a moléculas menores que podem passar pela membrana da
célula (MATSUMURA, 1982). Para o pentaclorofenol, por exemplo, a remocéo do primeiro
substituinte cloro ocorre por hidrélise sob condicfes aerdbias (SCHEUNERT, 1992).

As reacdes redutivas prevalecem em zonas anaerdbias do solo, em solo alagado, em
sedimentos e em lodo de esgoto anaerdbio. A desalogenacdo redutiva € a reacdo mais
importante do ponto de vista ecotoxicolégico pois muitos compostos ambientalmente
probleméticos sdo halogenados, como os organoclorados, e este processo leva a quebra a
ligagdo C-Cl, permitindo o inicio da degradacdo molecular (SCHEUNERT, 1992). Um exemplo
de composto que sofre este tipo de reacdo é o hexaclorobenzeno (Fig. 2). Segundo
SCHEUNERT (1992), a descloracdo redutiva € um processo cometabdlico que ndo sustenta
crescimento. Assim, mesmo que ndo ocorra degradacdo completa por uma Unica espécie, 0
produto desclorado pode ser aproveitado para metabolismo de outras espécies ou até
degradado abioticamente. Além disso, produtos desclorados sdo usualmente menos toxicos e
mais facilmente degradaveis (MIKESELL & BOYD, 1986).
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Figura 2: Vias de descloracdo propostas parao HCB (VAN HOOF e JAFVERT, 1996)



Os processos abi6ticos por outro lado compreendem todas as reaces ndo enzimaticas
e incluem oxidacdo, desidrocloracéo, reducéo, hidrélise, conjugagdo, assim como pProcessos
fotoliticos. No solo esses processos sao catalizados por 6xidos metalicos, superficies organicas
ou minerais (GORING et al., 1975).

3.4. Adsorgao de Compostosno Solo

A adsorcao é definida como a adesdo ou a atragdo de uma ou mais camadas i6nicas ou
moleculares a uma superficie (SCHEUNERT, 1993). No solo, a soma de todos os tipos de
fixacdo de ions ou moléculas sobre ou dentro da fase sOlida € chamada de adsorcéo
(SCHEUNERT, 1993). A adsorcdo de compostos ao solo pode se dar por meios puramente
fisicos, como através das forcas de Van der Waals, ou pode ser quimica, por ligacdes
eletrostéticas e pontes de hidrogénio ou ambos (LUCHINI & ANDREA, 2002). S50 ligacdes de
intensidade intermediaria que permitem que os compostos sgjam liberados novamente
dependendo do tipo de ligacdo. Porém, ocorrem ligacGes quimicas fortes e freqlientemente
irreversiveis, gerando os residuos ligados. JA no caso da adsorcdo fisica, os compostos
adsorvidos podem ser prontamente dessorvidos ou liberados (LUCHINI & ANDREA, 2002). A
adsorcao pode ocorrer sobre a matéria organica e sobre fracdo inorganica do solo. A adsor¢ao
de um composto ao solo também depende da sua solubilidade em &gua, do seu coeficiente de

particdo n-octanol-agua, da estrutura e do tamanho da molécula (SCHEUNERT, 1993).

3.5. Biorrecuperacao

A biorrecuperacdo, ou segja, 0 uso de organismos para degradar ou controlar a presenca
de compostos poluentes, constitui-se em uma das mais promissoras tecnologias para
despoluicdo de locais contaminados por residuos de agrotéxicos e industriais (FABRIS et al.,
1996). Os métodos usuais de disposicdo de solos contaminados com residuos, como a
escavacdo e subseguiente aterro ou incineragéo, sdo caros e geralmente representam somente a
transferéncia do residuo de um local para outro ou na conversdo dos residuos para outras
formas. Assim € importante tentar encontrar tecnologias alternativas que resultem na

eliminacdo ou reducdo permanente de residuos (DZANTOR et al., 1993).
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A biorrecuperacdo € uma aternativa de baixo custo e ambientalmente mais desejavel,
pois € baseada em uma visio ecologica (HAIMI, 2000). E uma forma ecol 6gica de recuperacio
porque envolve a manipulagdo de processos inerentes ao solo para mobilizar, imobilizar,
transformar ou degradar contaminantes. A biorrecuperacdo pode incluir a fermentacdo ou a
calagem do solo, a revegetacdo do local e a correcdo organica para estimular a atividade
biolégica do solo. Segundo HAIMI (2000), o conceito de biorrecuperacdo pode ser estendido
para recuperacdo ecoldgica, ja que requer, aém da degradacdo dos residuos, o estabel ecimento
ou a recuperacdo de comunidades microbianas, vegetais ou animais, apropriadas para a
formagao e funcionamento de um ecossi stema.

A biorrecuperacdo de é&reas contaminadas pode ocorrer naturalmente, com a
degradacdo dos contaminantes sendo feita pela microbiota enddgena nas condi¢des naturais do
solo. Entretanto, existem métodos que podem aumentar a eficiéncia da biorrecuperacdo como
alteracOes de condicgdes fisico-quimicas do solo e a introdugdo de nutrientes ou de indculo de
microrganismos eficientes na degradacéo de compostos contaminantes (ROMANTSCHUK et
al., 2000).

Assim, o aumento da eficiéncia da biorrecuperacdo de areas contaminadas pode ser
provocado ou estimulado através de: a) bioestimulacdo, ou sgja, estimulacdo dos organismos
presentes no local, através do controle das condigdes de crescimento, como nutrientes,
oxigénio e umidade favoraveis a esses organismos; e b) bioaumentacéo ou bioenriquecimento,
através daintroducéo de organismos capazes de degradar os compostos poluentes previamente
isolados de outros locais ou do préprio local (FABRIS et al., 1996). Se a recacitrancia
ambiental de um composto ocorrer por auséncia ou escassez de microrganiSmos capazes de sua
degradacdo, a inoculacdo de tais microrganismos pode favorecer a recuperacdo da area
contaminada. Nos casos em que degradadores do préprio local estéo presentes em quantidade
suficiente, a biorrecuperacéo é possivel sem inoculagdo, apenas com o0 estimulo ao crescimento
desses microrganismos (HAGGBLOM, 1992).

A adicdo de compostos organicos que podem representar nutrientes, geralmente
estimula a atividade microbiana do solo (BARRIUSO et al., 1997) por favorecer o crescimento
e também o cometabolismo. Isto resulta em aumento da biomassa microbiana (LUNDQUIST et
al., 1999) podendo acelerar a degradacdo de varias substéncias presentes, inclusive os
agrotéxicos (SETHUNATHAN et al., 1982). Segundo VOOS e GROFFMAN (1997), quanto

maior a biomassa microbiana, maior pode ser o nivel de atividade bioldgicatotal no ambiente e,
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consegientemente, maior a diversidade de vias biol6gicas de metabolismo que podem levar a
maior degradagdo de compostos. Além disso, a matéria organica também influencia a
degradacéo abidtica, pois, onde a decomposi¢cdo quimica é catalizada nas superficies organicas,
0 aumento da matéria organica (M.0.) deve aumentar a taxa de decomposi¢do de compostos
(GORING et al., 1975).

Porém, a reducdo na degradacéo devido a presenca de M.O. também pode ocorrer e é
geralmente explicada pela diminui¢cdo na disponibilidade do composto devido ao aumento da
sua adsorcdo (BARRIUSO et al., 1997). Além disso, materiais organicos de fécil utilizacdo
pelos microrganismos (glicose, por exemplo) podem afetar adversamente a proliferacdo de
microrganismos degradadores de agrotéxicos, ja que estes nutrientes podem favorecer a
proliferacdo de microrganismos de forma geral, gerando maior competicéo entre as diferentes
espécies (SATO & LEE, 1996).

Outro tipo de ateracdo que pode ser provocada no ambiente e pode estimular a
degradacdo quimica ou biol6égica de compostos pode se dar através de alteracdo do pH. A
variacdo no pH afeta a taxa de degradacdo de compostos no ambiente por processos puramente
quimicos (ANDREA et al., 1997) e tambémn atua sobre processos de selegdo de
microrganismos que podem ser biodegradadores. Para a maioria das bactérias, o pH do meio
ideal para o seu crescimento situa-se ao redor de 7,0; os actinomicetos sdo favorecidos em solos
basicos e os fungos predominam em solos &cidos (ALEXANDER, 1977). ANDERSON e
JOERGENSEN (1997) observaram que em solos acidos ocorreu uma predominancia na
biomassa de fungos em relacdo a biomassa de bactérias e que esta mudanca na comunidade
microbiana poderia causar mudanca na utilizacdo de substrato, ou segja, uma molécula de
agrotdxico poderia passar a ser utilizada para o crescimento dos fungos. Entretanto, em estudo
realizado com solos contaminados com pentaclorofenol observou-se que a abundancia de
microrganismos foi menor em solos mais &cidos (BROCKELMANN et al., 1996).

O aumento da temperatura geralmente tem como consequiéncia o0 aumento das taxas
de degradacao, devido ao aumento da vel ocidade das reacfes quimicas no caso da degradacéo
abidtica, e ao aumento na atividade dos microrganismos do solo (SCHEUNERT, 1992).

Por outro lado, em condic¢Bes ambientais, 0 aumento da temperatura € acompanhado
pela diminuicdo da umidade do solo. Esta menor umidade do solo leva a diminuicdo das taxas
de degradacdo pois diminui a quantidade de compostos dissolvidos na solugcdo do solo e
portanto disponiveis a degradacdo microbiana, além de inibir a atividade dos microrganismos

(SCHEUNERT, 1992). Entretanto, em niveis excessivos de umidade préximos a saturacdo do
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solo pode ocorrer mudanca de condicdo aerObia para anaerdbia, e entdo, a taxa de
decomposicao total do composto pode ser determinada néo pelo contelido de umidade, mas
pelas taxas relativas de degradacdo sob condices aerdbias versus condicbes anaerdbias
(GORING et al., 1975). Desta forma o processo de degradacéo pode ser mudado, mas ainda
assim a degradagdo pode ocorrer. Assim, a auséncia de oxigénio no solo provoca a anaerobiose
e pode afetar a comunidade microbiana, promovendo a selecdo de microrganismos anaerobios
gue podem ou ndo possuir maior capacidade de degradacéo de determinados compostos. Em
zonas anaerdbias do solo e em solos alagados, por exemplo, prevalecem 0S processos
enziméticos redutivos (SCHEUNERT, 1992).

3.6. Volatilizagdo de Compostos no Ambiente

As circunstancias promotoras da degradacdo devem ser otimizadas, mas devem
também minimizar a evaporag@o e lixiviagdo do contaminante (ROMANTSCHUK et al.,
2000), ja que estes processos resultam em contaminacdo do ar, do solo e de dguas subterraneas.

A volatilizacdo de compostos do solo, ou sgja, a sua transferéncia na forma de gés
através da interface solo-ar sob condigdes ambientais foi subestimada por um longo tempo pois
0s agrotoxicos tém, em geral, baixa pressdo de vapor (SCHEUNERT, 1993). Entretanto, a
volatilizacdo de compostos das superficies do solo é importante porque contribui
consideravelmente para que a quantidade destes residuos diminua e, por isso, pode ser
erroneamente interpretada como degradacéo. Para compostos persistentes com baixas taxas de
degradacéo no solo, a volatilizagdo € a principal via de declinio nos ecossistemas terrestres
(SCHEUNERT, 1993). Entretanto, enquanto a degradacdo, especialmente por mineralizacéo, é
um mecanismo que leva a real eliminacdo do problema de residuo de certos compostos, a
volatilizagdo somente transfere o problema de um compartimento do ambiente para outro.
Desta forma, a volatilizagdo pode contribuir significantemente para a poluicdo do ar e para o
transporte de compostos poluentes por longas disténcias (SCHEUNERT et al., 1993).

O potencia de volatilizacdo de um composto esta relacionado a sua presséo de vapor,
mas a taxa de volatilizacdo real dependera de condicbes ambientais e todos os fatores que
modificam ou atenuam a pressdo de vapor efetiva do composto, tais como temperatura,
propriedades fisico-quimicas e umidade do solo, e natureza do composto, particularmente a sua
solubilidade na solucdo do solo e seu grau de adsorcdo nas particulas minerais (SPENCER &
CLIATH, 1974).
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Alguns produtos de degradacdo podem ser muito mais volateis que 0s compostos
originais. Por isso, em alguns casos, a volatilizacdo destes produtos de degradacéo pode ser

umaimportante via de dissipacdo de compostos poluentes (SPENCER & CLIATH, 1974).

3.7. Mobilidade de Compostos no Solo

A mobilidade dos compostos no solo pode levar a sua lixiviagdo atingindo aguas
subterraneas, sendo portanto, uma causa potencia de contaminacédo de lencol fredtico, rios e
lagos e do proprio perfil do solo.

A mobilidade de compostos no solo esta relacionada por um lado, a adsorcéo, e por
outro, ao fluxo de massa de fragdes diluidas, sendo que a adsor¢do retarda o fluxo de massa
(SCHEUNERT, 1993). Assim, a mobilidade depende das caracteristicas do composto, como a
hidrossolubilidade, e das caracteristicas do solo como quantidade de argila e de matéria
organica, e da porosidade.

A matéria organica do solo pode afetar a mobilidade e a lixiviacgo de compostos por
promover a adsor¢do ou ligagéo destes compostos aos seus componentes. Se 0s componentes
da matéria organica ao qual os compostos estiverem adsorvidos ou ligados tiverem alto peso
molecular e forem insol(veis em &gua, haverd uma retencéo destes compostos, e portanto uma
menor mobilidade. Por outro lado, se estes componentes tiverem baixo peso molecular e forem
solUveis em &gua, 0s compostos serdo carregados pela dgua juntamente com a matéria organica
resultando em aumento da mobilidade (SCHEUNERT, 1993; SCHEUNERT et al., 1992).

3.8. Persisténcia de Compostos no Ambiente

A persisténcia de um composto no ambiente é definida como o tempo de residéncia
ou permanéncia deste composto em um compartimento especificamente definido do ambiente
(solo, agua, ar, animal ou planta) e é normamente expressa em termos de meia-vida, que € o
tempo necessario para que metade da quantidade aplicada seja degradada ou desapareca do
ambiente (GREENHALGH, 1980). Portanto, depende tanto dos processos de transferéncia

como das reagdes de transformagdo do composto podendo significar seu real desaparecimento,
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sua transformagdo em outros compostos ou na sua transferéncia para outros compartimentos

do ambiente.

4. MATERIAISE METODOS

Todos os estudos foram efetuados no Laboratério de Ecologia de Agroquimicos do

Instituto Biol 0gico, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de S&o Paulo.

4.1. Composto radiomar cado (**C-hexaclor obenzeno)

Uma solucgo de **C-hexaclorobenzeno (**C-HCB) com 4,05 kBq e 0,01 mg mL™*
hexano foi preparada a partir de hexaclorobenzeno (HCB) uniformemente radiomarcado no
anel aromético, com atividade especifica de 11,46 GBq mmol * e 97% de pureza radioquimica,
obtido da“International Isotopes Munich” (Alemanha).

Para a realizacdo dos testes de recuperacdo das metodologias de extracdo e
volatilizaggo de *C-HCB, uma soluc&o de trabalho de **C-HCB com 4,07 kBq e 0,05 mg mL™*
hexano foi preparada misturando a solucdo de **C-HCB (4,05 kBq e 0,01 mg mL™* de hexano) a

uma soluc&o de HCB técnico de 0,2 mg mL™* hexano.

4.2 .Solo contaminado com hexaclor obenzeno

Amostras de terra contaminada com hexaclorobenzeno (HCB) foram cedidas pela
Rhodia do Brasil Ltda e tiveram como origem a “Estacdo de Espera’ onde esta armazenado o
solo contaminado proveniente de &reas do municipio de Sdo Vicente (SP).

Amostras de terra ndo contaminada foram coletadas em areas do municipio de Sdo
Vicente (SP) e apresentaram as seguintes caracteristicas fisico-quimicas: 2,0 g dm® de matéria
organica; 99,8% de areia; 0,1% de limo; 0,1% de argila, conforme determinacdo do Laboratério
Agrondmico S/IC LTDA (Campinas, SP). Andlises do pH de terra (10 g de terraem 25 mL de
&gua) foram realizadas com pH-metro Analion PM 608 e indicaram pH 3,6.
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A terra contaminada foi armazenada em congelador a -18 °C, para manter a
integridade dos compostos nela presentes e a terra ndo contaminada foi armazenada em
geladeiraa4 °C para garantir a manutencéo das suas caracteristicas microbiol 6gicas.

Para os estudos, utilizou-se amostra de terra contaminada misturada a terra ndo
contaminada na proporcdo de 1:10. Este procedimento foi realizado porque segundo
DZANTOR e col. (1993) a diluicio do solo contaminado e portanto diminuicdo da

concentracdo dos contaminantes pode melhorar a eficiéncia do processo de biorrecuperacéo.

4.3. Andlise da contaminacao inicial daterra

Previamente, determinou-se a metodologia mais eficiente para a extracéo do HCB das
amostras de terra. Amostras de terra ndo contaminada tratadas com soluc&o de trabalho de **C-
HCB (0,160 kBqg e 2 mg HCB g terra) sofreram processo de extracéo por soxhlet (150 mL para
10 g de terra) por 6 horas e também por energia de microondas (10 mL para 3 g de terra) em 2
ciclos de 4 minutos ou 12 ciclos de 1 minuto, com 0s seguintes sistemas de solventes:. hexano,
tolueno, hexano: acetona (9:1), hexano: acetona (75:25) e tolueno:acetona (9:1). Aliquotas dos
extratos tiveram o radiocarbono quantificado por Espectrometria de Cintilagdo Liquida (ECL),
em aparelho Packard LSI600, por 10 minutos, apos adicéo de liquido cintilador para solucdes
aguosas conforme MESQUITA e RUEGG (1984).

A contaminagdo inicial da terra foi determinada através de extragdo das amostras de
terra contaminada misturada a terra ndo contaminada e posterior andlise dos extratos por
cromatografia gasosa. A extragdo das amostras terra foi realizada por energia de microondas
(80W), em 12 ciclos de 1 minuto, intercalados por resfriamento em gelo (ANDREA et al.,
2001), de 3,0 g de terra com 10 mL de uma mistura de hexano:acetona (75:25). A seguir, 0S
extratos da terra foram submetidos a um “clean-up” em filtro com membrana “ durapore” de
0,45 mm de poro, e anaisados em cromatégrafo a gas Varian 3400 nas seguintes condi¢oes:
coluna megabore de fase estacionaria DB-17 com 30 m de comprimento, 0,53 mm d.i. e filme
de 1,0 mm, com rampa de temperatura de 188°C a240°C (10°C minY), tendo como gésde
arraste o Nitrogénio a 1,5 mL min™ de vaz&0; detector de captura eletrénica (DCE) mantido a
temperatura de 300°C; injetor splitless a temperatura de 220°C. Além do HCB, os seguintes
metabdlitos foram andisados. 1,245 tetraclorobenzeno (1,245 TCB); 1,234

tetraclorobenzeno (1,2,3,4 TCB) e pentaclorobenzeno (PCB), por comparacdo com padrfes
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dessas substancias. As curvas de calibragdo para quantificacdo destes compostos foram feitas
pelo método de MEIER e ZUND (1993) com cinco concentragdes de cada composto, dentro
dos seguintesintervalos: de 0,06 a0,15 ng mL™* para1,2,4,5 TCB, de 0,03 a0,075 ng mL™* para
1,2,4,5TCB, de 0,15 a 1,8 ng mL™ para PCB e de 6 a 15 ng mL™* para HCB, com limite de
confianca de 98%.

4.4. Tratamentos da terra contaminada com hexaclor obenzeno

Os tratamentos consistiram em adicdo de matéria organica, alteracdo do pH e
alagamento das misturas de terra contaminada com a ndo contaminada.

Amostras de terra contaminada misturada a terra ndo contaminada (100 g de peso
seco) receberam: 1) bagaco de cana (0,025 g g* terra), que foi escolhido por ser fonte
abundante e barata, e 2) vermicomposto ou himus de minhoca (0,025 g g* terra), como fonte
aternativa

O aumento do pH da terra foi feito conforme KIEHL (1979), adicionando-se
carbonato de Célcio (cal) a0,6 mg g™ terra, até pH 5,6 naterracom cal, pH 5,0 naterracom cal
e bagaco e pH 4,6 naterracom cal e vermicomposto.

O alagamento das amostras de terra consistiu em adicdo de dgua de modo a formar
uma camada de cerca de 1 cm acima da superficie propiciando condicdes de anaerobiose.

Outras amostras néo sofreram qualquer tipo de tratamento, servindo como controle, e
outras receberam uma mistura de tratamentos: adicdo de matéria orgéanica e cal, ou adicdo
matéria organica e alagamento.

Desta forma, foram preparadas triplicatas dos seguintes tratamentos. 1) controle (t); 2)
adicdo de bagaco (b); 3) adicéo de vermicomposto (v); 4) adicéo de cal (c); 5) aagamento (a);
6) adicéo de bagaco e ca (bc); 7) adicdo de vermicomposto e cal (vc); 8) adicdo de bagaco e
alagamento (ba) e 9) adicdo de vermicomposto e alagamento (va), conforme a Figura 3. A
umidade natural das amostras foi analisada em balanca de determinacdo de peso seco (Mettler
LJ16) e todas as amostras, com excecdo das amostras alagadas, receberam agua até atingir 50%
da CMRA que foi determinada através de repetidas percolagdes com 10 mL de aguaem 10 g de
terra(DRAFT INTERNATIONAL STANDART, 1992; KLUTE, 1986).
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Todas as amostras de terra foram colocadas em frascos de vidro e incubadas em
camara de temperatura controlada (Fanen M 347-6) a aproximadamente 29°C durante um més,

para propiciar areativagdo dos microrganisSmos presentes.

Terra contaminada + Terra ndo contaminada
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(2)

(3)

Mineralizacdo Volatilizacgo  Formagao de residuog
ligados e metabdlitos |
Capturade CO, Capturade Capturade Contagem
por KOH compostos Vvoléteis | | CO, por KOH  deUFC
| por 1&mina de poliuretano Combustdo (Respiracéo)
,_I_| deterra Extracéo |
Andlise de deterra |
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| ¥C-voléateis  voléteis por naterra microbiana  microbiana
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e metabdlitos) extraida por ECL por CG
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extraiveis
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Figura 3: Diagrama esquemético de: 1) Tratamentos das amostras de terra contaminada com
HCB; 2) Mineralizac8o, volatilizag8o, residuos ligados e metabdlitos de HCB em
terra contaminada; 3) Atividade e densidade de microrganismos em terra
contaminada com HCB (KOH = hidroxido de potassio; ECL = Espectrometria de
Cintilacdo em Liquido; CG = Cromatografia Gasosa; UFC = Unidades Formadoras
de Colonias).

4.5. Mineralizacao, volatilizacdo, residuos ligados e metabdlitos de hexaclor obenzeno em

terra contaminada

Previamente, determinou-se a metodol ogia mais eficiente para a captura de compostos
volatilizados a partir do **C-HCB. Amostras de terra no contaminada tratadas com soluc&o de
trabalho de **C-HCB (0,160 kBq e 2 mg HCB ¢* terra) foram colocadas em frascos de vidro
com tampa ou em frascos biomeétricos. No interior de cada frasco de vidro e no braco lateral de
cada frasco biométrico foram colocados 10 mL de etilenoglicol monometiléter e, na boca de
cada frasco de vidro, foi colocada uma lamina de poliuretano (6,0 cm de didametro e 1,5 cm de
espessura). As amostras foram incubadas em cédmara de temperatura controlada a

aproximadamente 29°C durante 42 dias. Semanalmente, o etilenoglicol monometiléter foi

19



coletado, substituido e aliquotas foram analisadas por ECL. Também semana mente, as laminas
de poliuretano foram coletadas, substituidas e submetidas a extracdo por contato com 30 mL de
hexano durante 6 horas;, a seguir, aliquotas do extrato foram anaisadas por ECL para

quantificacio dos **C-compostos voléteis capturados.

Para as andlises da mineralizacdo, volatilizacdo, formacdo de residuos ligados e de
metabdlitos de HCB das amostras de terra contaminada misturada a terra ndo contaminada (t,
b, v, ¢, bc, ve, a ba, va, Fig. 3), cada amostra contida em frasco de vidro recebeu 0,8 mL de
solucéo de **C-HCB, de modo a resultar em 0,032 kBq e 0,008 ng de **C-HCB g* de terra, além
da quantidade de HCB ja presente como contaminante naterra.

No interior de cada frasco colocou-se também um frasco com solugdo de hidréxido de
potéssio (KOH) 0,2 mol L™ para captura de **CO, produzido e, na boca destes frascos,
colocou-se uma lamina de poliuretano para captura de *C-compostos voléteis. A seguir, as
amostras foram incubadas em camara de temperatura controlada a aproximadamente 29°C por
270 dias.

A mineralizacdo, ou producgo de **CO,, foi acompanhada quinzena mente através de
andlise de aliquotas de 1,0 mL da solucdo de KOH por ECL. A volatilizacdo de **C-compostos
foi acompanhada mensalmente através de extracdo dos **C-compostos voléteis capturados nas
l[&minas de poliuretano por contato com 30 mL de hexano durante 6 horas e andlise do extrato
por ECL. Os valores foram calculados como porcentagem de **CO, e **C-compostos voléteis
formados ap6s 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240 e 270 dias de incubacdo, em relacdo a
quantidade de radiocarbono adicionada como **C-HCB.

A andlise dos *C-compostos voléteis para identificacio dos seus componentes,
através de cromatografia em camada delgada e técnicas radiométricas, ndo foi possivel devido a
volatilidade destes compostos.

Assim, redizou-se a andlise dos compostos voléteis por cromatografia gasosa,
conforme descrito anteriormente, das amostras controle (t), alagadas e com adicdo de bagaco
de cana de acuUcar (ba), e alagadas e com adicéo de vermicomposto (va), nos periodos de 0-30,
60-90, 150-180 e 240-270 dias de incubag&o.

A quantificagiio dos *C-residuos extraiveis e dos **C-residuos ligados foi realizada
imediatamente apds o inicio dos estudos e aos 90, 180 e 270 dias de incubacdo (T.0., T.90,
T.180 e T.270, respectivamente). Para estas analises, amostras de 3,0 g de terra foram extraidas
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com 10 mL de mistura hexano:acetona (75:25), por energia de microondas (80W) em 12 ciclos
de 1 minuto. A andlise dos **C-residuos extraiveis foi realizada através de quantificacdo de
aliquotas de 1,0 mL do extrato por ECL, e a quantidade de residuos que permaneceram ligados
aterra apos extracao foi estudada através da combustdo de 3 aliquotas de 0,5 g daterra extraida
em “Biological Oxidizer” (Harvey OX 600) e quantificacdo do radiocarbono por ECL,
conforme ANDREA e col. (1997).

Os compostos extraiveis das amostras controle (t), alagadas e com adicdo de bagaco
de cana de aclcar (ba), e alagadas e com adi¢do de vermicomposto (va), obtidos no inicio do
experimento e apbs 90, 180 e 270 dias de incubacdo, foram analisados por cromatografia

gasosa, conforme descrito anteriormente.

4.6. Atividade e densdade de microrganismos de terra contaminada com

hexaclor obenzeno

Cada amostra de terra (t, b, v, ¢, bc, vc, a, ba, va, Fig. 3) foi andisada quanto a
atividade e a densidade microbiana, imediatamente apds a montagem do experimento e aos 90,
180 e 270 dias de incubagdo (T.0., T.90, T.180 e T.270, respectivamente).

A atividade microbiana das amostras de terra foi avaliada através da respiracéo dos
microrganismos, medida pela quantidade de CO, formada em um periodo de 7 dias. O CO,
produzido foi capturado por 10 mL de solu¢dio de KOH 0,1 mol L e aiquotas de 5,0 mL desta
solucgo foram analisadas por titulagdo com HCl (0,05 mol L™) apds adicdo de fenolftaleina e
retrotitul ago com aaranjado de metila (ANDREA & PETINELLI, 2000).

Avdiou-se a densidade microbiana da terra através da metodologia de contagem de
unidades formadoras de colénias (UFC) de bactérias e fungos (SCHINNER et al., 1996).
Conforme NAKAGAWA (1997), subamostras de 5,0 g de cada amostra de terra foram
colocadas em Erlenmeyer contendo 45 mL de solucéo da salina (0,098 g de NaCl mL™ de dgua
destilada) e agitadas mecanicamente por 20 minutos. Apos 10 minutos de decantacdo, as
suspensBes de terra foram diluidas sucessivamente, com fator de diluiciio de 107% a 10°. A
seguir, aliquotas de 100 L das suspensdes diluidas foram inoculadas em placas contendo meio
de cultura para bactérias composto de 3 g de extrato de carne, 5 g de peptona, 8 g de NaCl, 159
de Agar eapH 7,2 (JOHNSON et al., 1960), e para fungos composto de 1 g de KH,PO,, 0,59
de K,HPO,, 5 g de peptona, 0,5 g de MgSO,.7H,0, 10 g de dextrose, 0,05 g de rosa bengala,
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0,05 g de Estreptomicina, 18 g de Agar e com pH entre 5,6 e 5,8 (JOHNSON et al., 1960). As
placas foram mantidas em camara de temperatura controlada a 29°C e contou-se 0 nimero de

coldnias formadas no periodo.
4.7. Mobilidade de hexaclor obenzeno em terra contaminada

Este estudo foi conduzido em tubos de PVC medindo 35,0 cm de altura x 5,0 cm de
diédmetro nos quais colocou-se um filme pléstico contendo furos pequenos, de modo aimpedir
a perda de terra, mas permitir o escoamento de agua. No interior de cada tubo foram colocadas
amostras de terra ndo contaminada formando a camadainferior da colunade terra (5 - 25 cm).

Triplicatas de 150 g de mistura de terra contaminada com néo contaminada foram
tratadas com bagaco de cana de aclicar a0,025 g terra, ou carbonato de Célcio (cal) a0,6 mg g
! ou bagaco de cana de aclcar e cal a 0,025 ¢g* e 0,6 mg g terra, respectivamente, ou n&o
sofreram qualquer tipo de adicdo (Fig. 4). Todas as amostras foram umedecidas a 50% da
CMRA e incubadas em camara de temperatura controlada a aproximadamente 29°C durante
um més, para propiciar a reativacdo da bioatividade dos microrganismos presentes. Apdés este
periodo, adicionou-se 5,0 mL de solucéo de **C-HCB em cada amostra, resultando em 0,135
kBq de **C-HCB ¢* de terra. Estas amostras foram colocadas sobre a terra ndo contaminada

dostubos de PVC, formando acamada superior (0 - 5cm) de cada coluna.

Terra contaminada + terra ndo contaminada

| @

Controle Adicdo Alteracdo Adicdo de M.O.
deM.O. de pH e dteracéo de pH
Terra Terra Terra Terra+ bagagD

t + bagaco +cd +ca

b c bc
| | | |

1 I'nés
+C-HCB

Agua Q l

3— 5 cm = terracont. + *C-HCB

_’5 - 25 cm = terra ndo contaminada
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Andlise dadgualixiviada Combustdo daterra
14C-residuos 14C-residuos
naagualixiviada (ECL) nas camadas da colunadeterra (ECL)

Figura 4: Diagrama esquematico de: 1) Tratamentos das amostras de terra contaminada com
HCB; 2) Montagem e percolacdo de &gua através de coluna de terra; 3) Lixiviacdo de
1%C-HCB; 4) Mobilidade do **C-HCB em coluna de terra (ECL = Espectrometria de
Cintilagdo em Liquido).

Paralelamente, registrou-se a pluviosidade semanal através de leituras em pluviémetro
colocado ao ar livre e calculou-se o volume de &gua a ser adicionado semana mente em cada
tubo através da relacdio 1mm = 1L m™ Apds a percolagdo da dgua nos tubos, o volume de dgua
lixiviada foi coletado também semana mente e aliquotas de 1,0 mL foram analisadas por ECL
para determinac&o da presenca de “*C-compostos (Fig. 4).

No final dos 270 dias, cada tubo foi seccionado de modo a separar a camada superior
(0 -5 cm), que representava a camada tratada adicionada, e a camada inferior (de 5 — 25 cm),
que foi subdivididade 5 cm em 5 cm. As amostras foram entéo analisadas quanto a presenca de
14C-compostos, através da combustio de 3 aiquotas de 0,5 g de terra e quantificacdo do

radiocarbono por ECL, conforme ja descrito.

4.8. Andlise Estatistica
Os resultados foram submetidos a andlise estatistica por teste F para andlise de

variancia, e teste de Tukey para comparacdo entre as meédias, para determinar diferencas
significativas entre as amostras (VIEIRA & HOFFMAN, 1989).
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5. RESULTADOSE DISCUSSAO

5.1. Analise da contaminacéo inicial daterra
Os testes para avaliacdo de métodos de extracéo do **C-HCB de terraindicaram que o
método mais eficiente foi a utilizacdo de energia de microondas com mistura de hexano:acetona

(75:25), em 12 ciclos de 1 minuto, que resultou em recuperacao de 115% (Tab. 2).

Tabela 2: Recuperacio de métodos de extracdo de *C-HCB de terra (porcentagem em relacio

ao radiocarbono aplicado + desvio padréo).

24



Soxhlet Microondas

Sistema de solventes (6 horas) 2 ciclosde4 minutos 12 ciclosde 1 minuto
Hexano 857+21 57,8+ 109 -*
Tolueno 770+ 30 466+ 5,6 -
Hexano:Acetona (9:1) 98,3+ 6,4 599+ 87 97,0+ 84
Hexano: Acetona (75:25) 971+15 850+ 123 1149+ 20
Tolueno:Acetona (9:1) 921+ 6,9 469+ 6,1 -

* N&o analisado

A determinagdo da contaminacéo inicial daterra(T.0) por cromatografia gasosa (Fig.
5 e Tab. 3) indicou a presenca de 3427,7 ng de HCB g terra, adém dos metabdlitos 1,2,4,5 TCB
a24,0 ny g*, 1,234 TCB a6,3 ny g* e PCB a266,8 ny g'. A andlise cromatogréfica dos
padrdes destes compostos indicou tempos de retencdo de 7,4 min., 8,9 min., 12,6 min. e 23,1
min., para 1,2,4,5 TCB, 1,2,3,4 TCB, PCB e HCB respectivamente, e as curvas de caibracéo
para quantificacdo destes compostos indicaram valores de coeficiente de correlagcéo (r) de

0,9926 parao 1,2,4,5 TCB; 0,9926 parao 1,2,3,4 TCB; 0,9975 parao PCB e 0,9693 parao HCB
(Fig. 6)

HCE
€L ﬂ

L —

Fesposta
do detector
(m¥)
oo | PCE
1245 1234
TCE  TCE L
L - oA n
1 1 1 1 1 1 1
50 Lk} 1561 nn %0 inn =50 08

Tempo de retencao (minutos)

Figura5: Cromatograma dos compostos extraiveis de terra contaminada com HCB.
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Tabela 3: Concentracdo (ny g terra) dos compostos extraiveis da terra contaminada com HCB

apos diferentes tratamentos.

Tempo (dias) Compostos Tratamentos
controle (t) bagaco e dagamento  vermicomposto e
(ba) alagamento (va)
0 1,245TCB 240+ 3,3 - B
1,234 TCB 63+ 1,3 - -
PCB 266,8 + 50,0 - -
HCB 3427,7 + 448,0 - -
0 1,245TCB 253+ 15 140+ 11,2 201+ 11
1,234 TCB 73+ 05 42+ 23 53+ 01
PCB 2813+ 93 1960+ 77,1 2368+ 10,2
HCB 3287,3 + 380,4 22596 + 336,4 2516,4 + 176,6
180 1,245TCB 190+ 7.8 140+ 33 195+ 0,1
1,234 TCB 43+ 15 33+ 02 47+ 0,6
PCB 2571+ 453 162,7+ 33,8 2457+ 152
HCB 3410,0 £ 285,1 26276+ 90,6 3000,1 + 120,3
270 1,245TCB 21,0+ 33 232+ 30 224+ 06
1,234 TCB 66+ 14 6,7+ 0,7 60+ 06
PCB 2786+ 19,6 1990+ 211 2466+ 12,2
HCB 39422 + 231,9 3192,6 + 420,2 2902,3 + 233,7
Curvade Calibragéo de 1,2,4,5 TCB Curvade Calibracdo de 1,2,3,4 TCB
25000 T 35000
-4 oo | A
j:::: y = 135713x + 2308 -3 20T = 360576x+ 23674 L -A "=
8 § 200007 -’ .
<L 10000 4 A- y =135713x - 40,64 \2 | Pk
y = 135713x - 2389,3 15000 A’
so0f W 10000 4 - y = 369576x - 830,69
a y = 369576x - 4048,8
0 : : : : : . 5000 T
C concenraco (i) @ om o om  om  om  om
Concentracéo (ng/mL)

@ Curvade melhor gjuste @ Limiteinferior (YO - LC95%)

A Limite superior (YO + LC95%)
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Curvade Cdibragéo de PCB Curvade Cdibragdo de HCB

18000000

1400000 16000000 .4
1200000 . 14000000 Ty = 550347x + 8E+06
1000000 ~.a 12000000 A -m
= 665336x + 85799 .
S soooo0 - ¥ * e’ $ 10000000
= 600000 < .
< oo y = 659411x - 29686 8000000 a
P y = 653487x - 145170 6000000 y = 550347x + 6E+06
200000 1 A
0 = 4000000 y = 550347x + 4E+06
[ ]
05 1 15 2
-200000 ) ~ " 2000000
Concentracéo (ng/ml)
0
0 2 4 6 8~ 10 12 14 16
Concentracéo (ng/ml)
@ Curvade mehor guste (YO) MLimiteinferior (YO - LC95%) fe - —
- . urvade mehor guste (YO Limiteinferior (YO - LC 95%
A Limite superior (YO + LC95%) M guste (Y0) . ( )

A Limite superior (YO + LC95%)

Figura 6: Curvas de calibragdo do HCB e dos metabdlitos 1,2,4,5 TCB, 1,2,3,4 TCB e PCB.

5.2. Mineralizacdo, volatilizacdo, residuos ligados e metabdlitos de hexaclor obenzeno em

terra contaminada

Os testes para avaliacdo de métodos para captura de compostos volatilizados a partir
do *C-HCB indicaram que o méodo mais eficiente foi a utilizagio de 1amina de poliuretano
em frascos de vidro com tampa de rosca, que resultou em recuperacdo de 93,5% + 1,9. O
etilenoglicol monometiléter capturou apenas 6,0% + 1,1 no frasco de vidro e 14,1 % + 1,8 no

frasco biométrico.

N&o se observou mineralizacdo quimica ou bioldgica do **C-HCB em nenhum dos
tratamentos da terra contaminada com HCB. Outros estudos também verificaram a quase total
impossibilidade de mineralizagdo do HCB (ISENSEE, 1976; HAGGBLOM, 1992). Outros
ainda, utilizando vérios sistemas biol6gicos mostraram que a mineralizacdo bioldgica do HCB
foi muito baixa, com taxas de producéo de CO, menores que 1% (MANSOUR et al., 1986;
SCHEUNERT, 1993; SCHEUNERT et al., 1994; SCHEUNERT e KORTE, 1986; MATHEUS
et al., 2000). Segundo SCHEUNERT (1992), a presenca de grande nimero de atomos de cloro
na molécula do HCB dificulta a biodegradacdo deste composto, j& que a maioria dos
microrgani Smos ndo tem enzimas que quebrem aligacdo carbono-hal ogénio e esta quebra € um

pré-requisito para a mineralizacdo de compostos halogenados. Neste estudo, nem a adicéo de
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matéria organica, nem a alteracdo do pH ou o alagamento da terra foram capazes de estimular
qualquer mineralizacdo do **C-HCB. A dificuldade de quebra da ligacdo C-Cl com producéo
final de CO, foi detectadatambém com outros compostos organoclorados; por exemplo, NAIR
e cal. (1992) observaram apenas uma pequena (maximo de 3%) mineralizacdo do DDT, que foi

menor ainda (méximo de 2,7%) sob condic¢des de alagamento.

As porcentagens de **C-compostos voléteis detectados apds 30, 60, 90, 120, 150, 180,
210, 240 e 270 dias de incubacéo foram maiores nas amostras alagadas, com valores variando
de 21% a 40 %, apbds 270 dias de incubacdo. Em todos os outros tratamentos essas
porcentagens variaram de apenas 12% a 20% (Tab. 4 eFig. 7).

A andlise estatistica indicou que, ap6s 30 dias de incubacdo, todas as amostras
alagadas (a, ba e va) apresentaram taxa de volatilizacdo significativamente maior do que a
amostra controle (t). Apds 90 e 180 dias de incubacéo, esta diferenca foi observada apenas nas
amostras alagadas e com vermicomposto (va), e no T.270, nas amostras alagadas e com adicéo
de ambas formas de matéria organica (ba e va). Verificou-se, portanto, que o alagamento
combinado com adi¢do de matéria organica foi o principal agente causador de processos que

resultaram em aumento da volatilizacio do **C-HCB daterra.

Tabela 4: Formag&o de **C-voléteis a partir de diferentes tratamentos da terra contaminada com HCB

(% em relacdo ao radiocarbono inicialmente aplicado como **C-HCB + desvio padréo).

Tempo Tratamentos
(dias) t b v Cc bc e a ba va
30 70+13 45+ 0,7 54+0,7 59%x09 43+08 44+08 128+15 142+28 14032

60 91+15 6,1%+10 68+10 7,6%09 57+09 57+09 136+12 154+32 173+3,6
90 115+19 8711 90+13 8,6+13 74+08 69+05 140+14 171+03 19/4+58
120 139+22 91+11 104+12 112+21 93+02 80+10 155+15 17,7+15 26,1+56
150 156+22 103+11 11,7+13 125+22 104+0,7 90+10 158+15 206+25 31,0+54
180 181+32 11,7+16 147%+30 143+22 11,7+10 108+03 180%0,7 242+14 335+44
210 188+32 138+17 151+29 147+34 120+12 113+04 190+04 26,2+12 36,6+51
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240 195+30 142+15 157+32 150+35 126+19 115+03 202+04 276+12 385+52
270 201+31 146+16 160+31 157+24 139+18 120+03 206+03 288+10 39,7%+49

* t = controle; b = adicdo de bagaco; v = adicdo de vermicomposto; ¢ = adi¢cdo de cal; bc =
adicdo de bagaco e cal; vc = adi¢do de vermicomposto e cal; a = alagamento; ba = adi¢éo de

bagaco e alagamento; va = adicdo de vermicomposto e alagamento.

—_——1t
—I—Db
—— Vv
—+—c
—#—bc
—\/C
—h—a
—>¢—Dha
va

C-compostos volateis (%

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270
Tempo (dias)

Figura 7: **C-compostos volatilizados de terra contaminada com HCB em porcentagem em
relacio ao *C-HCB aplicado, apos diferentes tratamentos; t = controle; b = adicéo de
bagaco; v = adicdo de vermicomposto; ¢ = adicdo de cal; bc = adi¢éo de bagaco e cal;
vc = adicdo de vermicomposto e cal; a = alagamento; ba = adicdo de bagaco e
alagamento; va = adi¢cdo de vermicomposto e alagamento.

SCHEUNERT e col. (1994) e SCHEUNERT e KORTE (1986) também observaram
gue, embora a maior parte do HCB tenha permanecido no solo, a principal forma de dissipagéo
deste composto foi por volatilizagdo, em até 6,0% da quantidade inicial.

O aumento da volatilizacdo do **C-HCB devido a0 alagamento da terra pode ter
ocorrido em consegiiéncia da baixa hidrossolubilidade e baixa polaridade deste composto.
Segundo SPENCER e CLIATH (1974), os compostos pouco polares volatilizam mais
rapidamente em solos Umidos porque sdo removidos dos sitios de adsor¢éo da superficie do
solo e substituidos pela agua. CHIARENZELLI e col. (1997) também observaram maior

volatilizag&o do organoclorado PCB de sedimento submerso do que de sedimento seco.
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Além disso, as condicdes de anaerobiose provocadas pelo alagamento podem
propiciar a degradacéo do HCB através de reacfes de descloragéo redutiva, conforme verificado
por vérios autores. VAN HOOF e JAFVERT (1996), por exemplo, observaram descloracdo de
89% de HCB em sedimento ap6s 90 dias em contato com o surfactante “tween 80".
FATHEPURE e col. (1988) demonstraram que o HCB foi desclorado redutivamente em lodo de
esgoto anaerdbico, aparentemente por duas rotas, a principal, via pentaclorobenzeno e 1,2,3,5
tetraclorobenzeno, com acumulo de 1,3,5 triclorobenzeno, e a outra rota via desal ogenacdo
sequencia a 1,2,4,5-tetraclorobenzeno, 1,2,4-triclorobenzeno e diclorobenzenos; estes produtos
de degradacéo ndo foram posteriormente degradados. PARDUE e col. (1993) observaram
descloracéo redutiva do HCB em péantano, com degradacéo de cerca de 50% a metabdlitos
menos clorados;, nenhuma descloracdo redutiva foi observada em amostras esterilizadas
indicando que este processo foi mediado microbiol ogicamente.

Conforme SPENCER e CLIATH (1974), a descloragcdo pode resultar na formagéo de
metabdlitos com menor nimero de &omos de cloro que podem ser mais volateis do que o
préprio composto. SCHEUNERT e col. (1994) e SCHEUNERT e KORTE (1986) observaram
que, de fato, compostos que tém menor nimero de &omos de cloro tém maior taxa de
volatilizagdo. Assim, de acordo com o observado neste estudo, a transformagdo do HCB em
metabolitos com menor ndmero de domos de cloro pode ter facilitado a formagéo de **C-
compostos voléteis.

Entretanto, observou-se que a anaerobiose foi fator importante somente logo apds o
inicio dos experimentos pois, apds 30 dias de incubacdo a combinagdo dos tratamentos com
matéria organica sob alagamento foi fundamental para 0 aumento da taxa de volatilizacéo.
Talvez tenha havido estimulo ndo s6 da bioatividade da microbiota enddégena, como também
proliferacdo dos microrganismos presentes nas fontes de matéria organica adicionadas. GUPTA
e BAUMMER (1996), em estudo com o herbicida atrazina, observaram gue a sua degradacéo
foi muito maior em solo tratado com cama de frango do que em solo tratado com cama de
frango esterilizado ou em solo sem adi¢do de matéria organica, indicando que apenas a fonte de
matéria organica ndo favoreceu a degradacdo do herbicida, tendo sido necesséria também a
acdo dos microrganismos presentes nesta fonte de matéria orgéanica. Verificou-se ainda que
matéria organica é importante, talvez até independentemente da forma, pois DREGO e col.
(1990) também observaram maior volatilizacdo de hexaclorociclohexano em solo alagado e

com adicdo de adubo verde, do que em solo alagado sem o adubo.



Como, segundo SCHEUNERT (1992), a descloracdo redutiva € um processo
cometabdlico, a presenca de co-substratos pode ser essencial para o crescimento de
microrganisnos. HAGGBLOM (1992) por exemplo, observou a descloragdo de
hexaclorobenzeno, pentaclorobenzeno, tetraclorobenzeno e triclorobenzeno em culturas de
enriguecimento com lactato, glicose, etanol ou isopropanol. Segundo o autor, a adicdo de
fontes de carbono auxiliares podem favorecer tanto as taxas de descloracdo como o
crescimento da populacdo anaerdbia, durante o processo de degradacdo anaerdbia de fendis
hal ogenados.

Entretanto, a presenca de metabdlitos menos clorados entre os **C-compostos vol dteis

S0 seria confirmada se aidentificacdo destes compostos tivesse sido possivel.

Na andlise dos compostos volateis ndo radiomarcados por cromatografia gasosa,
detectou-se sempre a presenca do HCB e dos seus metabdlitos em todos os periodos e
tratamentos (Fig. 8 e Tab. 5), além de outros compostos ndo identificados. Entretanto, embora
menores porcentagens de HCB tenham sido observadas entre os compostos volatilizados nas
amostras alagadas em relacdo a amostra controle, ndo houve aumento na porcentagem de
metabdlitos (Tab. 5). Portanto, a possivel descloracéo redutiva que poderia ser responsavel pela
formacio de *C-compostos voléteis ndo foi detectada na andlise de compostos ndo
radiomarcados.

Também observou-se que as porcentagens de HCB e dos seus metabdlitos
volatilizados analisados por CG, calculados em relagdo a quantidade presente inicialmente na
terra foram baixas. 0,1 a0,6% de 1,2,4,5 TCB; 0,2 a1,3% de 1,2,3,4 TCB; 0,1 a 0,8% de PCB;
0,02 a 0,2% de HCB (Tab. 5). Assim, a porcentagem total dos compostos volatilizados (soma
das porcentagens de HCB e metabdlitos) formados nos periodos de 0-30, 60-90, 150-180 e 240-
270 dias foi menor que a porcentagem dos *C-compostos volatilizados nestes mesmos

periodos (Fig. 9).
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Figura 8: Cromatograma tipico dos compostos volatilizados obtido por cromatografia gasosa de

uma amostra de terra contaminada com HCB.

Tabela 5: Concentraco (g g terra) de compostos volatilizados de terra contaminada com
HCB sob diferentes tratamentos e porcentagem em relacdo a concentragdo presente

inicialmente naterra.

Tempo  Compostos Tratamentos*
(dias) t ba va
0-30 1245TCB 0,15+0,03(0,62%) 0,07+ 0,03(0,29%) 0,07+ 0,01 (0,29%)
1234TCB  0,08+0,01(1,27%) 0,03+0,01(0,48%) 0,03+ 0,00 (0,48%)
PCB 2,20+ 0,30(0,82%) 0,90+ 0,30(0,33%) 0,90+ 0,07 (0,33%)
HCB 7,80+ 0,70 (0,23%) 5,60+0,10(0,16%) 4,80+ 0,80 (0,14%)
60-90 1245TCB 0,10+ 0,05(0,42%) 0,06+ 0,03(0,25%) 0,10+ 0,06 (0,42%)
1234TCB 0,04+0,01(063%) 0,03+0,02(0,48%) 0,02+ 0,00 (0,32%)
PCB 1,30+ 0,20 (0,49%) 0,70+ 0,30(0,26%) 0,50 + 0,20 (0,19%)
HCB 6,80+ 0,70 (0,19%) 4,90+ 1,50(0,14%) 4,30+ 0,80 (0,12%)
150-180 1,245TCB 0,05+0,01(0,21%) 0,02+ 0,01(0,08%) 0,02+ 0,01 (0,08%)
1234TCB  0,01+0,00(0,16%) 0,01+ 0,00(0,16%) 0,01+ 0,00 (0,16%)
PCB 0,50+ 0,20 (0,19%) 0,20+ 0,04 (0,07%) 0,20 £ 0,07 (0,07%)
HCB 500+ 0,80(0,14%) 1,20+0,60(0,04%) 1,90+ 0,10 (0,05%)
240-270 1245TCB  0,04+0,00(0,17%) 0,04+0,02(0,17%) 0,02+ 0,01 (0,08%)
1234TCB 0,01+0,00(016%) 0,01+0,01(0,16%) 0,01+ 0,00 (0,16%)
PCB 0,50+ 0,05(0,19%) 0,30+0,10(0,11%) 0,26 £+ 0,01 (0,10%)
HCB 530+0,70(0,15%) 1,97+ 1,60(0,06%) 0,65+ 0,30 (0,02%)
t = controle; ba = adicdo de bagaco e alagamento; va = adicdo de vermicomposto e
alagamento.
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Um fator que pode explicar esta diferenca é o tempo de permanéncia dos compostos
no solo. O **C-HCB foi adicionado & terra no momento do experimento, enquanto que 0s
compostos que foram andisados pelo método cromatografico ja estavam presentes no solo ha
muitos anos. A influéncia do tempo de permanéncia no solo sobre a dissipacdo dos compostos
esta relacionada e é dependente também dos processos de adsor¢ao/dessorcdo (HATZINGER
& ALEXANDER, 1995). Segundo HATZINGER e ALEXANDER (1995) a adsorcdo de
compostos ao solo e sedimentos comega freqlientemente com um processo rapido e reversivel
seguido de um periodo de adsorcéo lenta que perdura por semanas, meses ou anos; a fracéo
dos compostos que sofrem esta lenta adsorcdo sdo resistentes a dessorcdo e tornam-se
persistentes no ambiente. O tamanho da fracdo resistente a dessorcdo pode aumentar
dramaticamente conforme aumenta o tempo de permanéncia do composto no solo. DZANTOR
e col. (1993) observaram maior dissipacdo de aaclor recentemente incorporado a terra do que

de amostra previamente contaminada.



Entretanto, esta diferenca na porcentagem de compostos voléteis e **C-compostos
volateis diminuiu com o tempo, sendo que para as amostras controle, esta diferenca néo foi

mai s estatisticamente significativano final do estudo (periodo de 250-270 dias).

Outro fator que pode explicar a diferenca entre a volatilizagdo dos **C-compostos e
dos compostos que ja estavam no solo, é a diferenca na concentracdo destes compostos. A
concentragéo do “C-HCB aplicada a terra foi pequena, de 0,008y g terra, o que favoreceu a
sua volatilizacéo; por outro lado, a concentracdo dos residuos presentes na terra contaminada
era de mais de 3000 ny g* terra, dificultando a volatilizacdo. Ou segja, quanto menor a
concentragdo do HCB maior foi a sua taxa de volatilizagdo. SCHEUNERT e col. (1986)
também observaram maior volatilizacdo do pentaclorofenol em solo com menor concentracéo

deste composto.

A formaco de “C-residuos ligados ndo foi observada neste estudo, possivelmente
devido a quantidade de atomos de cloro na molécula do HCB, jaque , conforme SCHEUNERT
e col. (1985) detectaram, quanto maior 0 niUmero de &omos de cloro na molécula, menor ataxa

de formag&o de residuos ligados.

Observou-se também, uma diminuic&o na quantidade de **C-compostos extr aiveis no
decorrer do tempo em todas as amostras, mas de modo mais acentuado nas amostras alagadas
(Fig. 10). A porcentagem de C-compostos extraiveis nas amosiras alagadas foi
significativamente menor que nas amostras controle a partir do T.180; este fato ocorreu nas
amostras alagadas e com vermicomposto (va) no T.180 e em todas as amostras alagadas no
T.270. O total dos **C-compostos que permaneceram no solo é extraivel, ja que ndo houve
formacao de **C-residuos ligados; portanto, a diminuicdo de **C-compostos extraiveis significa
que houve uma diminuicdo da quantidade total de *C-compostos no solo. Como esta
diminuic&o dos **C-compostos do solo ocorreu concomitantemente ao aumento da quantidade
de Y*C-compostos voléteis, ela pode ser explicada pela transferéncia dos **C-compostos do solo

parao ar por volatilizagdo.
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Figura 10: C-compostos extraiveis de terra contaminada com HCB apds diferentes
tratamentos (porcentagem relacdo ao **C-HCB aplicado); t = controle; b = adi¢o
de bagaco; v = adicdo de vermicomposto; ¢ = adi¢do de cal; bc = adicdo de bagaco
e cal; vc = adicdo de vermicomposto e cal; a = alagamento; ba = adi¢cdo de bagaco

e alagamento; va = adi¢do de vermicomposto e alagamento.

A recuperacdo total de *C-compostos, caculada pela soma de **C-compostos
extraiveis e *C-voléteis variou de 35,5 a 100 % (Tab. 6 e Fig. 11). Nas amostras dagadas (a)
apos 270 dias de incubagado, por exemplo, houve uma recuperacao total de 35,3%, sendo 14,7%
como C-compostos extraiveis e 20,6%, como **C-compostos volateis; portanto houve perda,
ou sgja, ndo foram detectados, 64,7% do radiocarbono. Por outro lado, na amostra com
vermicomposto (v), apos este mesmo periodo de incubacdo, a recuperacéo total foi de 69,3%,
sendo 53,2 % de **C-compostos extraiveis e 16% de **C-compostos voléteis; a perda foi de
30,7%. Assim, as menores taxas de recuperacdo foram observadas nas amostras alagadas que,
como relatado anteriormente, também apresentaram as mai ores taxas de volatilizacdo. Portanto,
esta baixa recuperacio pode ter sido resultado da perda de **C-compostos voléteis para o ar
como consegiiéncia da baixa eficiéncia do método de captura de volateis, que foi testado
somente para 0 **C-HCB e ndo para seus metabdlitos. Estes metabdlitos si muito mais

volateis que o HCB e por isso podem nao ter sido capturados pelalamina de poliuretano.



Tabela 6: Recuperacdo dos “C-compostos em terra contaminada com HCB e submetida a
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diferentes tratamentos (porcentagem em relaco ao radiocarbono aplicado como **C-

HCB + desvio padré&o).

Recuperacéo
Tratamentos tempo
(dias) extraiveis voléteis total
controle (t) 0 1000+ 0,0 00+00 1000+ 0,0
0 719+ 65 11,5+19 835+ 47
180 411+ 8,2 181+ 3,2 59,1+ 5,3
270 414+ 05 201+ 31 60,3x 4,0
bagaco (b) 0 1000+ 0,0 00+00 1000+ 0,0
0 80,7+ 74 7,711 895+ 85
180 49,7+114 11,7+ 1,6 614+11,1
270 4838+ 5,6 146+£1,6 634+ 4,0
vermicomposto (V) 0 1000+ 0,0 00+ 0,0 1000+ 0,0
90 656+ 1,0 90+ 13 747+ 18
180 538+ 8,0 14,7+ 3,0 685+ 9,3
270 532+ 24 16031 693+ 2,6
ca (c) 0 100,0+ 0,0 00+ 0,0 1000%x 0,0
0 522+ 3,2 86+13 608+ 4,3
180 454+ 6,3 143+£2,2 59,7+ 50
270 42,1+ 105 157+2,4 578+ 12,6
cal + bagaco (bc) 0 1000+ 0,0 00+ 0,0 1000+ 0,0
0 81,7 + 16,2 7,4+ 0,8 89,0+ 16,2
180 50,2+ 6,0 11,7£1,0 620x 51
270 546+ 0,3 139+ 1,7 692+ 15
cal + vermicomposto (vc) 0 1000+ 0,0 00+ 0,0 1000+ 0,0
0 755+ 11,9 69+ 05 824+114
180 55,1+ 9,6 10,8+ 0,3 655+ 9,8
270 544+ 6,7 12,0+ 0,3 66,3+ 7,0
alagamento (a) 0 1000+ 0,0 00+ 0,0 1000+ 0,0
0 46,3+ 12,0 140+ 14 60,4+ 13,4
180 248+ 95 180+ 0,7 398+124
270 147+ 4,6 20,6 0,3 353+ 44
alagamento + bagaco (ba) 0 1000+ 0,0 00+ 0,0 1000+ 0,0
0 571+ 49 17,1+0,3 742+ 5,0
180 335+ 58 242+14 574+ 53
270 165+ 5,6 289+ 1,0 453+ 5,6
alagamento + vermicomposto (va) 0 100,0+ 0,0 00+ 0,0 1000+ 0,0
0 40,2 + 10,6 20,2+ 194 59,6 £ 13,0
180 108+ 20 355+335 443+ 55
270 109+ 09 397+ 34 506+ 35
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Figura 11: Recuperacdo total de *C-compostos em terra contaminada com HCB apds
diferentes tratamentos (porcentagem em relacdo ao radiocarbono aplicado); t =
controle; b = adicdo de bagaco; v = adi¢cdo de vermicomposto; ¢ = adi¢do de cal; bc
= adicdo de bagaco e cal; vc = adicéo de vermicomposto e cal; a= alagamento; ba=

adicao de bagaco e alagamento; va = adi¢éo de vermicomposto e alagamento.

A andlise cromatogréfica paraidentificacdo dos compostos extraiveis também foi feita
nas amostras controle (t), alagadas com adicdo de bagaco de cana (ba) ou alagadas com adicéo
de vermicomposto (va). Observou-se primeiramente que as porcentagens dos metabdlitos em
relagdo ao HCB foram baixas (0,2%, 0,7% e 7,7%, parao 1,2,3,4 TCB, 0 1,2,4,5 TCB e 0 PCB,
respectivamente, na amostra controle do T.0). A concentracéo de HCB nos residuos extraiveis
variou de 2516 a 3942 ny g terra e a dos metabdlitos variou de 14 a 25 g g* terraparao 1, 2,
4,5TCB,de3a7nmyg*terapaaol, 3,4,5TCB ede 163 a281ny g terraparao PCB (Tab.
3). Entretanto, a andlise estatistica destes resultados indicou que ndo houve diferenca
significativa na concentragcdo de HCB ou de seus metabdlitos, nem entre os tratamentos, nem
com o decorrer do tempo.

Portanto, ndo se detectou nem a diminuicdo na concentragdo de HCB, nem aumento
na concentracdo dos metabdlitos entre os residuos extraiveis, isto € ndo houve degradacéo dos
compostos ndo radiomarcados ja presentes e extraivels, concordando com os resultados de
recuperacdo de compostos volateis. Isto prova que ndo houve degradacdo dos compostos ja

presentes (ndo radiomarcados) e extraivels.
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5.3. Atividade e densidade de microrganismos em terra contaminada com

hexaclor obenzeno

A atividade microbiana, medida pela respiracdo, foi significativamente maior nas
amostras com bagaco de cana (b), com bagaco de cana e cal (bc) e com bagaco de cana e
alagadas (ba) do que na amostra controle (t), em praticamente todo o periodo do experimento,
conforme indicado pela Tabela 7. Isto prova que o principal estimulo para a atividade
microbiana naterrafoi promovido pea adicdo de matéria organica naforma de bagaco de cana.

Quanto a densidade microbiana, o nimero de UFCs de bactérias em T.0 foi
significativamente maior em todas amostras com bagaco (b, bc e ba) em relacdo as amostras
controle (t); ap6s 90 dias de incubacdo, foi maior nas amostras com bagaco e cal (bc) e bagaco
e dlagamento (ba); ap6s 180 e 270 dias de incubacdo ndo houve diferenca significativa entre as
amostras (Tab. 8 e Fig. 12). O nimero de UFCs de fungos, também foi significativamente maior
nas amostras com bagaco (b) do T.0 ao T.270 e nas amostras com cal e bagaco (bc) nos T.0,
T90 e T.180, em relacdo as amostras controle (Tab. 8 e Fig. 13). Desta forma verificou-se que,
tanto para bactérias como para fungos, o aumento do nimero de UFCs foi causado
principal mente pela adicdo de bagago de cana de agUcar.

Portanto, a adicéo de bagaco de cana estimulou tanto a atividade como a densidade de
microrganismos na terra contaminada com HCB. Este estimulo persistiu ao longo do tempo no
caso da atividade microbiana mas ndo para a densidade microbiana. Assim, ao final do
experimento, ndo se observou maior densidade de bactérias e fungos nas amostras com bagaco

de canaem relacdo ao controle, talvez devido a diminuicdo da quantidade de nutrientes.



Tabela 7: Respiracdo microbiana em terra contaminada com HCB ap6s diferentes tratamentos
(mg de CO, g deterra 7 dias™).

Tratamentos Tempo (dias)
0 0 180 270

controle (t) 3323+ 7,1 31,3+ 16,2 39,3+ 159 233+ 58
bagaco (b) 156,0+ 31,4* 226,3+40,9 1820+27,1 96,7+115
vermicomposto (V) 56,7 £ 15,3 56,7+ 58 73,3+ 208 70,0+ 36,1
ca (c) 333+115 333+ 58 30,0+ 0,0 20,0+ 10,0
cal + bagaco (bc) 173,3+115 186,7+20,8 310,0+624 200,0+ 40,0
cal + vermicomposto (vc) 400+ 00 66,7+ 58 46,7+ 58 26,7+ 153
alagamento (a) 183+ 29 533+ 153 333+ 58 333+ 58

alagamento + bagagco (ba) 150,0+ 26,5 116,7+32,1 733+ 58 103,3+ 58
alagamento + vermic. (va) 60,0+ 0,0 63,3+ 115 73,3+ 58 73,3+ 15,3

* Negrito = resultados significativamente maiores que os resultados da amostra control e.

Tabela 8: NUmero de unidades formadoras de coldnias (UFC x 10° g* terra) nas amostras de

terra contaminada com HCB ap0s diferentes tratamentos.

Microrganism  Tratamento* Tempo (dias)
o]
0 90 180 270

Bactérias t 16,0+ 7,0 40+ 1,0 19+ 0,6 32+0,1
b 152,0 + 85,0** 90+ 70 30+ 30 15+14
% 230+ 6,0 30+ 10 05+ 04 13+01
c 90+ 50 250+ 6,0 23+ 06 18+01
bc 129,0 + 90,0 108,0+£ 63,0 180+ 150 43+24
vVC 10,0+ 4,0 50+ 10 6,0+ 30 1,7+£04
a 54,0+ 29,0 70+ 30 04+ 01 29+0,7
ba 102,0+ 75,0 94,0+ 24,0 50+ 10 57+0,7
va 41,0+ 90 40+ 0,7 85+ 18 23104

Fungos t 0,7+ 0,2 14+ 07 03+ 0,1 0,2+ 0,0
b 171+ 75 1669+ 436 66,2+ 58,2 50+38
% 27+ 11 24+ 05 06+ 02 02+0,1
c 09+ 06 13+ 04 07+ 02 04+0,6
bc 1535+ 254 650+ 104 88,3%+154 01+0,1
vVC 37+ 12 19+ 04 15+ 0,6 02+0,1
a 04+ 04 11+ 02 06+ 02 0200
ba 02+ 02 05+ 01 23+ 06 04+0,1
va 14+ 14 13+ 0,6 10+ 04 04+0,3

* t = controle; b = adic8o de bagaco; v = adicdo de vermicomposto; ¢ = adicdo de cal; bc =
adicdo de bagaco e cal; vc = adicdo de vermicomposto e cal; a = alagamento; ba = adicdo de
bagaco e alagamento; va = adi¢cdo de vermicomposto e alagamento.
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** Negrito = resultados significativamente maiores que os resultados da amostra controle.

160

140

BT0
BT
BT180
aT270

NUmero de UFC de bactérias (x10%)

T270
T180

v c T Tempo (dias)
TO

Tratamentos va

Figura 12: Nimero de unidades formadoras de colénias de bactérias (UFC x 10° g* de terra)
em amostras de terra contaminada com HCB ap6s diferentes tratamentos; t =
controle; b = adicéo de bagaco; v = adicéo de vermicomposto; ¢ = adi¢éo de cdl;
bc = adicdo de bagaco e cal; vc = adicéo de vermicomposto e cal; a = alagamento;

ba = adicéo de bagaco e alagamento; va = adi¢édo de vermicomposto e alagamento.
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Figura 13: Numero de unidades formadoras de col6nias de fungos (UFC x 10° g* de terra) em
amostras de terra contaminada com HCB ap0s diferentes tratamentos; t = controle; b

= adicéo de bagaco; v = adicdo de vermicomposto; ¢ = adi¢ao de cal; bc = adicéo de



bagaco e cal; vc = aicdo de vermicomposto e cal; a = alagamento; ba = adi¢éo de
bagaco e alagamento; va = adi¢cdo de vermicomposto e alagamento.
5.4. Relacdo entre atividade e densidade de micror ganismos e formagéo de **C-compostos

volateis em terra contaminada com hexaclor obenzeno

A adicdo de bagaco de cana de agUcar resultou em aumentos da densidade e da
atividade microbiana e, a adicdo de bagaco de cana ou de vermicomposto sob condic¢des de
alagamento da terra resultaram em maior formacdo de **C-compostos voléteis. Entretanto,
esses efeitos ndo sdo coincidentes no decorrer do tempo. Em T.90 e T.180, a adi¢cdo de bagaco
de cana (b, bc ou ba) resultou em aumento na atividade e na densidade microbiana (bactérias
e/ou fungos) mas ndo resultou em aumento na volatilizagdo. Somente em T.270, tanto ataxade
volatilizagdo como a atividade microbiana foram estimuladas pela adicdo de bagaco de cana e
pelo alagamento da terra (Tab. 9). Entretanto, por ser um caso isolado, ndo € possivel afirmar
que, de modo geral, o efeito da adicdo de matéria organica sobre a comunidade microbiana da
terra tenha se refletido sobre a volatilizagdo do HCB. Portanto, os aumentos da atividade e da
biomassa microbiana provavelmente ndo tiveram efeito sobre o aumento da volatilizaggdo do
HCB que, por sua vez, pode ter sido consequéncia somente de fatores fisico-quimicos

provocados pelo alagamento e de degradacéo abi ética.

Tabela 9: Efeito dos tratamentos da terra contaminada com HCB sobre a formacéo de *C-

compostos voléteis, densidade e atividade microbiana (+ = efeito positivo*; - = sem

efeito ou efeito negativo).
Tempo ———— Tratamentos**
b bc ba va

T.90 4C-compostos vol éteis - - - +
NUmero de bactérias - + + -
NUmero de fungos + + - -
Atividade microbiana + + + -

T.180 14C-compostos voléteis - - - +
NUmero de bactérias - - - -
NUmero de fungos + + - -
Atividade microbiana + + - -

T.270 14C-compostos voléteis - - + +
NUmero de bactérias - - - -
NUmero de fungos - - - -
Atividade microbiana + + + -
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* resultados significativamente maiores que os resultados das amostras controle
** b = adicéo de bagaco; bc = adicdo de bagaco e cal; ba = adi¢cdo de bagaco e alagamento;
va = adic¢ao de vermicomposto e alagamento.

5.5. Mobilidade do hexaclor obenzeno em terra contaminada

De 80% a 86% da quantidade de radioatividade iniciamente aplicada foram
recuperadas na camada superior das colunas de terra. Abaixo da zona de aplicagéo (5 a 25 cm),
nenhuma radioatividade foi detectada, provando que n& houve mobilidade do **C-HCB
através da coluna de terra mesmo sob diferentes tratamentos. Assim, conforme esperado, ja
gue a radioatividade foi encontrada somente na camada superior de terra, também ndo se
detectou radiocarbono na &gua lixiviada das colunas de terra. Resultados semelhantes foram
observados por autros autores (SOTIRIOU et al., 1994; HAGENMAIER, et al., 1992) e séo
previsiveis, devido a baixa hidrossolubilidade do HCB que néo se dissolve na solucéo do solo
€, por isso, ndo é carreado por ela. Além disso, neste caso, nem a adi¢cdo de matéria organicana
forma de bagago de cana nem a elevacéo do pH favoreceram a solubilizacdo do HCB e o seu
carreamento na agua, provavelmente porgue estes tratamentos ndo resultaram em aumento da
hidrossolubilidade do HCB.
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6. CONCLUSOES

| — A adicdo de matéria organica, a ateracdo de pH e 0 alagamento da terra ndo se mostraram
eficientes para a remogdo de HCB se terra contaminada. Embora a adicdo de matéria organica
na forma de bagaco de cana a terra contaminada com HCB tenha provocado um aumento na
atividade e na densidade de microrganismos nesta terra, ndo resultou em mineralizagdo nem em
formacdo de metabdlitos do HCB.

Il — A presencade residuos de HCB no solo pode levar a contaminag&o do ar, pois o alagamento
da terra com adicdo de matéria organica levou a um aumento na formacéo de **C-compostos
voldeis em até duas vezes. Porém, ndo se observou volatilizacdo dos compostos que ja

estavam presentes no solo contaminado.

Il — A possibilidade de contaminacdo de &gua subterrénea ndo foi detectada pois ndo ocorreu

mobilidade de **C-compostos mesmo apds adicéo de matéria organica ou alteracéo de pH.



7.RESUMO

A contaminacdo ambiental provocada pelo despejo de residuos industriais e pela aplicacéo de
agrotoxicos pode resultar no desequilibrio dos ecossistemas, além de causar danos diretos a
salde humana. No Brasil, existem vérias areas contaminadas com residuos industriais, tais
como o hexaclorobenzeno (HCB), um composto organoclorado usado no passado como
fungicida, mas que atualmente tem seu uso proibido devido a sua alta persisténcia no ambiente
e ata capacidade de bioacumulacdo. Este estudo verificou a possibilidade de remocgéo de
residuos de HCB do solo contaminado além da possibilidade de contaminagdo do ar e da agua
por este composto. Verificou-se: a) o efeito de adicdo de matéria organica, alteracdo de pH e
alagamento da terra sobre a comunidade microbiana e a degradacéo do HCB; b) a volatilizacéo
do HCB e, ¢) a lixiviagdo deste composto. A contaminagdo inicial da terra foi determinada
através de extracdo das amostras de terra contaminada e analise dos extratos por cromatografia
gasosa (CG). AlteracOes das caracteristicas da terra foram promovidas pela adicdo de matéria
organica (bagaco de cana de aglcar ou vermicomposto), adicdo de Ca ou alagamento das
amostras de terra contaminada, além de combinacdes destes tratamentos. Cada amostra de
terra, colocada em frascos de vidro, recebeu uma soluco de HCB radiomarcado (**C-HCB). A
mineralizacdo do *C-HCB foi anaisada através da captura do CO, proveniente das amostras
de terra por uma solucéo de hidréxido de potéssio e quantificacdo do **CO, por Espectrometria
de Cintilagdo Liquida (ECL). A volatilizacio do **C-HCB foi analisada através da captura dos
compostos volateis por |amina de poliuretano, extracdo desta lamina e andlise do extrato por
ECL, para quantificacio dos “C-compostos voléteis, e por CG, para quantificacdo dos
compostos voléteis (HCB e metabdlitos). A formag&o de “*C-residuos ligados e de metabdlitos
do HCB nas amostras de terra foi analisada através da extracdo destas amostras e posterior
andlise da terra extraida por ECL e do extrato por CG. Cada amostra de terra também foi
analisada quanto a atividade microbiana, medida através da respiracdo dos microrganismos, e
guanto a densidade microbiana, através da metodologia de contagem de unidades formadoras
de colbnias (UFC) de bactérias e fungos. A mobilidade e a lixiviagdo do HCB foram estudadas
através de percolacdo de &gua em tubos de PVC contendo amostras de terra contaminada
tratadas com bagaco de cana de aclicar e/ou cal e solucdo de “C-HCB, dispostas sobre
amostras de terra ndo contaminada; os tubos foram seccionados e a terra e a agua lixiviada
foram analisadas por ECL. O periodo dos estudos foi de 270 dias. A determinacdo da

contaminacdo inicial da terraindicou a presenca do HCB (3400 ny g terra) e dos metabdlitos

45



1,245 TCB (24 ny g* terra), 1,2,34 TCB (6 ny g’ terra) e PCB (267 ny g* terra). A
volatilizagio de **C-compostos ocorreu em todas as amostras, principalmente nas amostras
alagadas e com adicdo de matéria organica (29% a 40 %, apds 270 dias). O alagamento
favoreceu a volatilizacdo provavelmente devido a baixa hidrossolubilidade do HCB e, a
presenca de matéria organica pode ter favorecido a formacdo de metabdlitos mais volatels
através do estimulo a descloracdo redutiva, que ocorre sob condicbes de anaerobiose.
Entretanto, a descloracéo redutiva ndo foi comprovada pois ndo houve formagéo nem aumento
na concentragdo de metabdlitos do HCB entre os compostos volatilizados. Houve uma
diminui¢do na quantidade de *C-compostos extraiveis no decorrer do tempo em todas as
amostras, mas a concentracdo de HCB ou de seus metabdlitos permaneceu constante
independente do tratamento. A atividade e a densidade microbiana foram maiores nas amostras
com bagaco de cana de aglcar mas ndo tiveram efeito sobre a volatilizacdo ou a degradacéo do
HCB. N&o ocorreu mineralizagdo ou mobilidade do *C-HCB na terra contaminada e nem a
formacao de “*C-residuos ligados. Portanto, a adi¢o de matéria organica, a alteracéo de pH e o
alagamento daterra ndo se mostraram eficientes para aremocao do HCB de terra contaminada.
Além disso, a ocorréncia de formago de **C-compostos voléteis e a auséncia de lixiviagdo do
14C-HCB indicaram que a presenca de residuos de HCB no solo pode levar & contaminacdo do

ar mas ndo de &gua subterrénea.
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8. ABSTRACT

The environmental contamination by industrial wastes and pesticides can cause harmful effects
to ecosystem besides direct human headth damages. In Brasl, there are several areas
contaminated with industrial wastes like the hexachlorobenzene (HCB), a chlorinated organic
compound used in the past as fungicide but that has no longer been produced due to its high
persistence in the environment and bioaccumulation potential. This study verified the
possibility of HCB residues removal from contaminated soil besides the air and water
contamination risk. It was verified: a) the effect of organic matter addition, pH change and
flooding of the contaminated soil on the microbial community and HCB degradation; b) HCB
volatilization and, c) HCB leaching. The initial soil contamination was determined by extraction
of contaminated soil samples and analysis of the extract by Gaseous Chromatography (GC).
Soil properties changes were promoted by organic material addition (sugar cane bagasse or
earthworm humus), lime addition and flooding of the soil samples besides a combination of
these treatments. Each soil sample, placed in glass flasks, was treated with radiolabelled HCB
solution (**C-HCB). The **C-HCB mineralization was analyzed by the entrapment of CO,
originated from the soil samples by potassium hydroxide solution and quantification of the
14C0O, by Liquid Scintillation Spectrometry (LSS). The **C-HCB volatilization was analyzed by
the entrapment of the volatiles compounds by a polyurethane lamina, extraction of this lamina
and analysis of the extract by LSS, for *C-volatile compounds quantification, and by GC, for
volatile compounds (HCB and metabolites) quantification. The **C-bound residues and the
HCB metabolites of the soil samples were analyzed by the extraction of these samples and
further analysis of the extracted soil by LSS and analysis of the extract by GC. Each soil
sample was analyzed with regard to its microbial activity by microbial respiration measure and
microbial density by the plate count technique. The mobility and leaching of the HCB were
studied by water percolation through PVC tubes containing contaminated soil treated with
sugar cane bagasse and/or lime and **C-HCB placed over no contaminated soil; the tubes were
cut in sections and the soil and the leached water were analyzed by LSS. All these studies |asted
270 days. Theinitial soil contamination determination indicated the presence of the HCB (3400
my g soil) and the metabolites 1,2,4,5 TCB (24 ny g soil), 1,2,3,4 TCB (6 my g soil) and PCB
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(267 my g'* soil). The volatilization of the **C-compounds occurred in all the samples, mainly in
the flooded samples with organic matter addition (29% to 40% after 270 days). The flooding
enhanced the volatilization due the low HCB water-solubility and, the presence of organic
material can have favoured the formation of metabolites more volatile than the HCB due to
reductive dechlorination that occurs under anaerobic conditions. But the reductive
dechlorination occurrence was not proved as there was no formation or increase in metabolite
concentration. There was a decrease in **C-extractable compounds quantity through thetimein
all the samples but the HCB and metabolites concentrations keep constant independently of the
treatment. The microbial activity and density were higher in the samples with sugar cane
bagasse but it did not affected the HCB volatilization or degradation. The *C-HCB
mineraization and the **C-bound residues formation did not occur. The mobility of the **C-
HCB was not observed too. Therefore, the organic material addition, the pH change and the soil
flooding were not efficient to HCB removal from the contaminated soil. And, the occurrence of
the volatilization of *C-compounds and the absence of **C-HCB leaching indicated that the
presence of HCB residues in the soil can result in contamination of air but not the ground

water.
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