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LANCHEROS SANCHEZ, Andrés Fernando. Fitorremediagdo de solo contaminado
com biodiesel B10 utilizando Canavalia Ensiformis. 2015. 114 f. Dissertacao
(Mestrado em Bioenergia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

O uso massificado de combustiveis, representa um problema ambiental relevante,
devido aos riscos ambientais associados com derramamentos acidentais. Sua frequente
introducao nos ecossistemas terrestres pode levar a efeitos toxicos sobre as plantas, os
microrganismos e a saude humana. Dentre as técnicas utilizadas para minimizar os
impactos ambientais vem-se destacando a fitorremediagdo, por ser uma técnica de
baixo custo, facil manejo e aplicavel a grandes areas. Neste contexto, o objetivo deste
estudo foi avaliar o uso da espécie vegetal Canavalia ensiformis (feijdo-de-porco) para
remediar de um solo contaminado artificialmente com biodiesel B10, considerando a
degradagao da fragdo aromatica do B10 no solo, monitorando a fertilidade, a nutri¢ao,
crescimento e producao de biomassa da planta. O experimento foi conduzido em casa
de vegetagcdo com delineamento experimental inteiramente casualizado com quatro
repeticdes, usando recipientes construidos com tubos de PVC de 15 cm de didmetro e
30 cm de profundidade, contendo 3,5 kg de um Latossolo Vermelho argiloso sem
contaminagédo e contaminado com 1% e 2% (m/m) de B10, sob condi¢des naturais de
luz e temperatura. Foi testada a remediacdo em trés tratamentos de solo: controle
(natural), autoclavado e cultivado, com analises em cinco épocas, no dia da instalagao
do experimento; e 15, 35, 55 e 75 dias depois. Em cada periodo o solo foi analisado em
trés camadas: superior (0-10 cm), intermediaria (10-20 cm) e inferior (20-30 cm). As
seguintes variagdes foram avaliadas: a) degradacdo dos compostos aromaticos,
determinada por espectroscopia de fluorescéncia synchronous; b) fertilidade do solo,
avaliando os macronutrientes (Ca, Mg, P e K), micronutrientes (Cu, Fe, Mn e Zn), Al, pH
e carbono orgénico total (COT); c) crescimento, através da producao de biomassa seca
aérea e radicular, altura, numero de folhas e area foliar, além da nutricdo da planta,
medindo-se os teores de N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Zn e Mn no tecido foliar. Os dados
obtidos foram submetidos a analises de variancias e quando necessario as medidas
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As areas integradas dos
espectros synchronous dos extratos de solos contaminados com 1% e 2%, nos
diferentes tratamentos demostraram que houve uma degradacdo dos compostos
aromaticos, nas trés camadas do solo, superando na maioria dos casos, 90% de
degradacgéao, sendo processos viaveis na hora de remediar solos contaminados com B10
em todas as camadas. A contaminagdo com B10 influenciou a fertilidade do solo,
reduzindo a disponibilidade de P. Para micronutrientes nado foi observado
comportamento bem definido. O aumento da contaminagao por B10 no solo ndo causou
diferengas significativas no teor trocavel de Cu, mas, no Mn e Fe gerou um aumento e
no Zn diminuicdo. O COT e pH no solo aumentaram na presengca de B10. Os
parametros biométricos como biomassa seca aérea, biomassa seca radicular, altura,
numero de folhas e area foliar diminuem significativamente quando esta espécie vegetal
€ cultivada em solos contaminados com 1% e 2% de B10 e quanto a nutricdo da
Canavalia ensiformis observou-se reducao na absorcao de P, K e Zn.

Palavras-chave: Remediacdo. C aromaticos. Fertilidade do solo. Feijao-de-porco.



LANCHEROS SANCHEZ, Andrés Fernando. Canavalia ensiformis in the
phytoremediation of soil contaminated with B10 biodiesel. 2015. 114 p.
Dissertation (Masters in Bioenergy) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2015.

ABSTRACT

The massive use of fuels, represent a significant environmental problem,
environmental risks with accidental spills. Their presence in terrestrial ecosystems
can lead to toxic effects on plants, micro-organisms and human health. Among the
techniques used to minimize environmental impacts, it has been emphasized in a
fitorremediation, by a low cost technique, simple handling and large areas. In this
context, the objective of this study is to evaluate the use of the plant species
Canavalia ensiformis (jack bean) to remedy an artificially contaminated soil with B10
biodiesel, considering a degradation of the aromatic fraction of B10 not only by
monitoring Fertility, Nutrition, growth and biomass production of the plant. The
experiment was conducted in the vegetation house with a completely randomized
experimental design with four replicates, using containers constructed with PVC
tubes of 15 cm diameter and 30 cm depth, containing 3.5 kg of a clayey Red Latosol
Contamination and contaminated with 1% and 2% (m / m) of B10, under natural
conditions of light and temperature. In the case of a control problem, the control was
performed by an automatic control system, E 15, 35, 55 and 75 days later. (0-10 cm),
intermediate (10-20 cm) and lower (20-30 cm). The following variations were
evaluated: a) degradation of aromatic compounds, determined by synchronous
fluorescence spectroscopy; B) soil fertility, evaluating the macronutrients (Ca, Mg, P
and K), micronutrients (Cu, Fe, Mn and Zn), Al, pH and total organic carbon (TOC);
C) growth, by the production of aerial and root dry biomass, height, number of leaves
and leaf area, besides the plant nutrition, being measured the contents of N, P, K,
Ca, Mg, S, Cu, Fe, Zn and Mn in leaf tissue. The 5% probability is based on the
analysis of the results obtained. As integrated areas of the synchronous spectra of
the 1% and 2% contaminated soils, the different treatments showed that there was a
degradation of the aromatic compounds, the three layers of soil, most of which
exceeded 90% degradation. The time to remedy alone contaminated with B10 in all
the layers. B10 contamination influenced soil fertility, reducing P availability. For
micronutrients, the well-defined behavior was not observed. The increase in
contamination by B10 not only caused no significant differences in the non-
exchangeable content of Cu, but, no Mn and Fe generated an increase and no Zn
decrease. The COT e pH does not increase the presence of B10. The biometric data
of aerial dry biomass, dry biomass, height, leaf number and leaf area decrease when
this plant species is cultivated in soils contaminated with 1% and 2% of B10 and as a
nutrition of Canavalia ensiformis was observed in the absorption of P, K and Zn.

Key words: Remediation. Aromatic compounds. Soil fertility. Jack Bean.
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1 INTRODUGAO

Um dos grandes problemas da sociedade atual é a contaminagao
ambiental, decorrente do uso inadequado dos recursos naturais, ineficiéncia na
legislacgao e falta de consciéncia ambiental (CORRER et al., 2007).

A atividade petrolifera € um dos fatores de maior risco para o meio
ambiente, porque pode contaminar ecossistemas terrestres e aquaticos ao longo da
cadeia de producdo. Essa contaminacgao afeta a saude humana, diminui a qualidade
dos recursos hidricos, restringe o uso do solo e produz danos a biota. Dos produtos
desta atividade destaca-se o diesel, pois € o combustivel derivado de petroleo
comercializado em maior escala no Brasil constituindo-se como o principal
combustivel dentro da matriz energética nacional (TRAMONTINI, 2013) e
responsavel pela maioria dos acidentes ambientais.

Devido as consequéncias ambientais que o uso massificado dos
combustiveis de origem fdssil gera, a energia renovavel proveniente da biomassa
tem ocupado um espacgo importante a nivel nacional e mundial. A partir da biomassa
pode-se obter biocombustiveis, como o biodiesel. O biodiesel € uma mistura de
mono-alquil ésteres obtida a partir de fontes renovaveis, que apresenta vantagens
sobre o diesel de petréleo, pois ndo é toxico, melhora a qualidade das emissoes
durante o processo de combustdo, apresenta maior viscosidade proporcionando
maior lubricidade reduzindo o desgaste das partes moéveis do motor (LOBO;
FERREIRA; DA CRUZ, 2009), e, estimula o agronegécio e a geragdao de empregos.
Atualmente a legislagédo brasileira regula a mistura de diesel (94%) com biodiesel
(6%) buscando minimizar a contaminagédo produzida pelo uso dos combustiveis. O
aumento da produgdo e consumo de biodiesel tem motivado os pesquisadores a
avaliar os riscos e efeitos do diesel no ambiente (MORAIS et al., 2012).

O excessivo transporte rodoviario desses combustiveis tem gerado
acidentes com derramamento no solo. Segundo o relatério apresentado pelo
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA),
no ano de 2011, do total dos acidentes, 26,5% corresponde a liquidos inflamaveis,
dos quais, o diesel ocupa a maior porcentagem correspondente a 44,5%.

As técnicas mais empregadas para a remediagdo de solos
contaminados por combustiveis sdo: quimica (oxidagdao quimica in-situ), biolégica

(atenuacdo natural e biorremediagdo) e fisica (extragdo dos vapores do solo)
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(ANDRADE et al., 2010), porém, estas técnicas sdo muito caras e podem alterar a
fauna e a flora presentes no solo. Assim, a pesquisa tem buscado encontrar novos
métodos de tratamento que sejam mais baratos e eficientes, dentre os quais,
destaca-se a fitorremediacgao.

A fitorremediacao define-se como a tecnologia que envolve o cultivo
de plantas que podem degradar, reter, imobilizar ou reduzir os contaminantes
ambientais, a niveis ndo téxicos em solos ou aguas. (USEPA, 2000).

Devido aos riscos ambientais produzidos pelos derramamentos de
combustiveis misturados com biocombustiveis, o presente estudo tem como objetivo
avaliar a fitorremediacdo de solos contaminados com biodiesel B10 usando
Canavalia ensiformis (feijao-de-porco).

Para o desenvolvimento do estudo, foram estabelecidos trés
objetivos especificos (representados em artigos): a) avaliar a degradagao da fragcao
aromatica de diesel de petréleo contendo 10% de biodiesel, em solo contaminado
artificialmente e cultivado com Canavalia ensiformis; b) monitorar a fertilidade do
solo, pela avaliagdo dos macronutrientes (Ca, Mg, P e K), micronutrientes (Cu, Fe,
Mn e Zn), Al e pH, durante o tratamento de fitorremediagédo para solo contaminado
com B10; c) verificar o efeito de nutricdo, capacidade de crescimento e geragéao de
biomassa da Canavalia ensiformis em um solo ndo contaminado e contaminado com
B10.



20

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DIESEL E BIODIESEL

O diesel é um combustivel derivado do petréleo, composto por uma
complexa mistura de parafinas, cicloalcanos, compostos aromaticos e pequenas
quantidades de moléculas de enxofre, nitrogénio, metais e oxigénio. (CHANDRAN;
DAS, 2011). A fragdo aromatica contém benzeno, tolueno, etil-benzeno e xilenos
(BTEX), compostos que possuem sO um anel aromatico, e os Hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs), que possuem dois ou mais anéis benzénicos na sua
estrutura (PEREIRA et al., 2000). Existem mais de 100 tipos diferentes de HPAs no
estado liquido ou sdlido, apresentando ponto de ebuligdo superior a 80°C a presséao
atmosférica normal, considerados como compostos de alto risco para a saude pela
sua elevada toxicidade e por serem potencialmente carcinogénicos e mutagénicos
(ANDREONI et al.,, 2004), principalmente os compostos tri, tetra, penta e
hexaciclicos. Os HPAs de alta massa molar sao dificilmente degradaveis e tendem a
se acumular no ambiente por longos periodos de tempo devido a sua estabilidade
quimica.

O biodiesel € um combustivel ou aditivo renovavel, biodegradavel e
nao téxico, composto de uma mistura de mono-alquil ésteres de cadeia longa, obtida
a partir do craqueamento, esterificacdo de acidos graxos e/ou transesterificacéo de
triglicerideos de 6leos vegetais ou gorduras animais, que atenda as especificagoes
contidas no regulamento técnico n° 4/2012 da ANP. (MA; HANNA, 1999; MEHER,;
SAGAR; NAIK, 2006).

A transesterificacdo € uma reagao quimica de um o6leo vegetal ou
gordura animal com um alcool, usualmente metanol, em preseng¢a de um catalisador,
geralmente uma base forte como hidréxido de sodio ou potassio, produzindo ésteres
mono-alquilicos de acidos graxos e o glicerol como co-produto. (Figura 1) (MAIA et
al., 2011).

Ao se comparar com o diesel de petrdleo, o biodiesel apresenta
baixas emissdes de mondxido de carbono e material particulado; minimiza o efeito
estufa porque o diéxido de carbono produzido durante a combustdo do biodiesel
pode ser reciclado pela fotossintese, diminui as emissées de Oxidos sulfurados, pois
nao contem enxofre na sua estrutura e proporciona propriedades lubrificantes
reduzindo o desgaste do motor (ZHANG et al., 2003).
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Figura 1 — Reacéo de transesterificacdo
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No mundo inteiro, ha alguns anos esta-se tornando cada vez mais
comum a mistura diesel/biodiesel. Na Europa, desde janeiro de 2004, o diesel pode
ter até 5% de biodiesel (OWSIANIAK et al., 2009), essas misturas sdo designadas
pela abreviagdo BX onde, B indica biodiesel, e X a porcentagem de biodiesel na
mistura.

No Brasil, a mistura de diesel com biodiesel tornou-se obrigatoria a
partir da Lei n° 11.097, de 13 de janeiro de 2005. Essa lei propds o uso opcional de
B2 até o inicio de 2008, quando passou a ser obrigatoria. Entre 2008 e 2013, podiam
ser usadas misturas com até 5% de biodiesel. A partir de 2013 o uso do B5 passou a
ser obrigatério (SUAREZ; MENEGHETTI, 2007). Ha previsdo de que se possa
chegar até a uma mistura B20 (80% de diesel e 20% de biodiesel) até 2018
(REGINATTO et al., 2012)

2.2 CONTAMINAGAO DO SOLO POR DIESEL E BIODIESEL

A contaminagado do solo pode ser descrita como a acumulagao de
materiais que afetam os processos naturais entre a matéria e a energia e que sao
prejudiciais para os organismos (LAPINSKIENE; MARTINKUS; REBZDAITE, 2006).
A contaminacdo com diesel e outros derivados de petrdleo tem se tornado um
importante foco de pesquisa, pois, além do solo tornam-se a longo prazo fonte
potencial de contaminac&o dos aquiferos (ZHOU; CRAWFORD, 1995).
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A interacao do diesel com o solo € influenciada por diversos fatores,
tais como: tamanho dos poros, estrutura, quantidade e natureza da materia
organica, constituintes inorganicos e a quantidade de combustivel contaminante
(REID; JONES; SEMPLE, 2000).

Luthy et al. (1997) propuseram um modelo conceitual (figura 2) do
mecanismo pelo qual os componentes do solo agem para o sequestro (difusao,
adsorcao e/ou particdo) dos compostos organicos presentes nos combustiveis. No
modelo, geosorvente refere-se a qualquer tipo de solo e/ou sedimento, ndo fazendo
distingao entre tipos de solo. LFNA sao os liquidos em fase ndo aquosa aderidos ou
aprisionados, por exemplo, alcatrao, solventes e 6leos. MOS é a matéria organica
sorvente. Os residuos de combustdo e particulas de carbono (fuligem e cinzas)
também podem atuar como absorventes.

Na Figura 2, as letras indicam uma comparagao qualitativa das
hipéteses dos mecanismos e das observagdes macroscopicas, sendo util para
avaliar o processo da sorgdo dos compostos orgénicos n&o polares com o0s

geosorventes.

Figura 2 — Modelo conceitual de dominios geosorventes
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A cinética de troca revela que as associagdes surgem principalmente
das interagdes de fisissorcdo (sem alteracdo da espécie quimica absorvida) em vez
de quimissorgéo. A absorgdo na matéria organica natural amorfa (casos A, C, e D)
ocorre rapidamente, segundos ou minutos, com baixa energia de ativagdo e
possibilidade de alta extragdo com solventes. No entanto, a absor¢cdo em matéria
organica condensada (caso B) ou a difusdo em regides minerais microporosas
hidrofébicas (caso E), requer maior tempo, inclusive dias. As diferengas estéricas
sdo importantes, a energia de ativagao € alta e a extragdo com solvente € baixa.

A persisténcia dos contaminantes organicos (como o diesel e o
biodiesel) no solo depende de varios fatores, incluindo as caracteristicas do solo,
propriedades do contaminante e fatores ambientais, como temperatura, radiacao
solar e precipitagdo (REID; JONES; SEMPLE, 2000).

Para Pezeshki et al. (2000) a granulometria e a matéria organica do
solo (areia, argila, silte) influenciam o grau de degradagao dos combustiveis. Assim,
0s substratos arenosos permitem uma penetracdo mais rapida e profunda que
substratos de textura fina como as argilas.

A matéria organica representa os constituintes organicos do solo,
incluindo residuos de plantas e animais em varios estagios de decomposi¢cao
quimica, fisica e microbioldgica. As substancias humicas, constituidas por trés
fragdes operacionalmente definidas como &acido fulvico (AF), acido humico (AH) e
humina, sdo as responsaveis pela sor¢cdo de compostos aterogénicos no solo
(FERREIRA et al., 2004)

Como o 6leo diesel € um derivado do petréleo, € constituido por
componentes que apresentam diferentes pressdes de vapor. As taxas de
volatilizacdo para cada componente diferem, de modo que, os mais volateis irdo se
difundir pelos poros do solo. Os componentes nao volatilizados permanecerdo no
solo, constituindo a contaminagéo (FINE et al., 1997).

Para Andrade (2007), os principais impactos dos combustiveis
fésseis nos ecossistemas terrestres sao:

e Aumento de temperatura, especialmente nas regides do artico e tropical,
gerando um déficit hidrico e redugao no crescimento das plantas.
e Perda da capacidade de retengdo de agua, tornando o solo hidrofébico e

hidro-repelente.
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e Condicbes anaerdbias pelo aumento da demanda por oxigénio, reduzindo a
degradagao microbiana e conduzindo a persisténcia do 6leo no solo.

Além disso, o 6leo produz um efeito negativo nas plantas,
desintegrando as membranas celulares e a morte da mesma, diminuindo o
intercambio gasoso e inibindo a germinacdo da semente (SANGABRIEL et al.,
2006). Segundo Ogbo (2008), o dleo diesel em concentracdes relativamente baixas
é fitotoxico.

O biodiesel tem sido usado como substituto do diesel, ou como
aditivo de combustiveis, e além das vantagens bem conhecidas, o biodiesel
apresenta rapida degradagdo no ambiente. Em meio aquoso depois de 28 dias a
degradacgao atinge 95% (MUDGE; PEREIRA,1999).

As misturas de biodiesel com diesel de petréleo promovem uma
rapida biodegradagdo no solo e uma toxicidade um pouco inferior em organismos
aquaticos. Em geral, o biodiesel tem sido reportado como uma mistura
ambientalmente correta para ajudar a remediar os HPAs, o alcatrao, o petréleo bruto
e o 6leo combustivel pesado (PRINCE; HAITMANEK; COYLE, 2008).

2.3 ACIDENTES AMBIENTAIS POR DERRAMAMENTOS DE DIESEL E BIODIESEL

Nas ultimas décadas houve um aumento significativo dos acidentes
por vazamento ou derramamento de combustiveis durante sua exploragéo,
refinamento, transporte e armazenamento (CHAGAS-SPINELLI et al., 2012).

No Brasil, o relatério de acidentes ambientais de 2013 do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA),
apresenta a figura 3, que evidencia que o derramamento de liquidos € o principal
evento ocorrido nos acidentes ambientais desde 2006. No ano 2013 registraram-se
377 derramamentos de liquidos, que corresponde a 51,5% do total de registros.

Dos liquidos vazados, os principais produtos foram os inflamaveis. O
Oleo diesel tem um destaque especial por ser o segundo produto com maior numero
de acidentes ocorridos, mais de 472,53 m® derramados. Dos acidentes ambientais
ocorridos os danos principais afetaram a atmosfera, o solo, os rios e mares (figura
4). O principal local em que acontecem este tipo de acidente s&o as rodovias (27%

do total de casos).
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Figura 3 — Quantitativo de acidentes registrados em 2013
pelo IBAMA, por tipo de evento
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Figura 4 — Quantitativo de acidentes ocorridos no ano 2013
por tipo de dano causado
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2.4 PROCESSOS DE DEGRADAGAO NATURAL DE DIESEL E BIODIESEL EM SOLOS

O diesel é composto de hidrocarbonetos que estdo na faixa de C8
até C26, podendo apresentar de 60-90% de alcanos e cicloalcanos, menos de 5%
de alcenos e de 10-30% de compostos aromaticos (AL-BALDAWI et al., 2013). Os
compostos aromaticos do diesel, como os BTEX e os HPAs, podem causar sérios
danos ao meio ambiente, devido a sua toxicidade, persisténcia e bioacumulagao
(SHUTTLEWORTH; CERNIGLIA, 1999). Dependendo do local (solo ou agua) e da
profundidade onde estiverem, esses compostos organicos podem sofrer alteragbes

resultantes de reagbes quimicas, biolégicas ou fotoquimicas sendo, a
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fotodegradacao e biodegradacgao os processos com maior capacidade de remediar o

ambiente.

2.4.1 Fotodegradacgao

Para Dabrowska, Kot-Wasik e Namiesnik (2004), a fotodegradacéo,
define-se como uma “reagao quimica que ocorre sob a influéncia de fétons ou da luz,
que pode ter lugar na atmosfera e na superficie da agua ou do solo”, sua eficiéncia
depende da intensidade da radiagao Ultra Violeta (UV), que por sua vez, depende de
varios fatores como: época do ano, hora do dia, latitude, altitude, densidade do ar,
entre outros.

“Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) presentes no
Oleo diesel, absorvem fortemente na regido UV, maior que 300 nm (presente na
radiacao solar), e muitos deles sao rapidamente foto-oxidados” (LOPES; ANDRADE,
1996), ou seja, atuam ao mesmo tempo como sensibilizadores e substratos nas
reacdes de fotodegradacédo. Segundo a IUPAC, os sensibilizadores s&o substancias
capazes de absorver radiacao e produzir alteracdes fotoquimicas ou fotofisicas das
espécies circundantes (BRASLAVSKY, 2007), como é o caso do oxigénio, que
passa do estado triplete ao estado singlete. O oxigénio singlete reage com as duplas
ligacbes presentes nos compostos aromaticos induzindo a formagdo de
endoperoxidos, que a sua vez reagem fotoquimicamente, para obter produtos finais
como aldeidos, alcoois, entre outros. Na figura 5 estdo apresentadas as ragdes de
fotodegradacao do naftaleno.

A degradacéo do biodiesel depende da natureza dos acidos graxos
utilizados na sua produgao, do grau de insaturacédo dos ésteres que o compdem, da
umidade, da temperatura e da luz (LEITE, 2007). Existem dois mecanismos que
explicam a oxidagao. O primeiro € conhecido como fotoxidagao, o qual é promovido
principalmente pela radiagdo UV em presenca de fotosensibilizadores (clorofila e
outros pigmentos presentes nas espécies vegetais) que absorvem a energia
luminosa de comprimento de onda na faixa do visivel e a transferem para o oxigénio
triplete, gerando o estado singlete, este ultimo, reage com as duplas ligagdes
presentes nos ésteres por adigdo levando a formacgao de hidroperoxidos, que por
degradacao posterior originam aldeidos, alcoois e hidrocarbonetos (RAMALHO;
JORGE, 2006).
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Figura 5 — Fotodegradagao do naftaleno em meio aquoso
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O segundo mecanismo € a autooxidacdo que foi apresentado por
Frankel (1980), este processo estd associado a reagdo do oxigénio com acidos
graxos insaturados, uma reagao em cadeia que ocorre em trés etapas: 1. Iniciagao:
ocorre a formagdo dos radicais livres do acido graxo devido a retirada de um
hidrogénio do carbono alilico da molécula do acido graxo, em condi¢des favorecidas
por luz, calor ou presenga de um metal; 2. Propagacéo: os radicais livres que sao
prontamente suscetiveis ao ataque do oxigénio atmosférico, sdo convertidos em
outros radicais, aparecendo os produtos primarios de oxidagdo (perdxidos e
hidroperdxidos), cuja estrutura depende da natureza dos acidos graxos presentes,
os radicais livres formados atuam como propagadores da reagao, resultando em um
processo autocatalitico; 3. Término: dois radicais combinam-se, com a formacao de
produtos estaveis (produtos secundarios de oxidag&o) obtidos por cisdo e rearranjo
dos peroxidos (epoxidos, compostos volateis e ndo volateis) (RAMALHO; JORGE,
2006).
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2.4.2 Biodegradagao

A biodegradacado é a transformagao catalisada biologicamente de
um composto a formas mais simples. O processo de metabolizacdo de compostos
organicos que utiliza o oxigénio como receptor final de elétrons, € chamado de
respiragao aerobica e pode provocar a mineralizagdo dos poluentes, conduzindo a
formagao de CO,, H,0O e biomassa (CHANDRAN; DAS, 2011; CHAPELLE, 1993). A
biodegradagdo anaerdbia € limitada, e ocorre sob condigdes anoxicas. Nestas
situacdes os microorganismos fazem uso das substancias inorganicas como
receptores de elétrons, dando inicio a biodegradagcdo anaerobica dos
contaminantes. Os compostos organicos sdo sucessivamente oxidados, sendo que
os produtos de cada etapa da oxidacdo atuam como substratos nas etapas
seguintes, até que a matéria organica seja completamente degradada a biogas
como CO,, metano, H,S e umidade (CRUZ; MARSAIOLI, 2012).

Os hidrocarbonetos no ambiente, geralmente sao degradados por
bactérias, leveduras e fungos. Muitos cientistas relatam que populagbes mistas sao
necessarias para aumentar a capacidade enzimatica e assim, conseguir degradar
misturas complexas como o petréleo e seus derivados (DAS; CHANDRAN, 2011).

A taxa de biodegradacao dos combustiveis no solo, depende de
varios fatores. Os mais importantes sdo a composi¢cdo e a biodegrabilidade do
combustivel. Os fatores fisicos como a temperatura afeta a quimica do combustivel e
a fisiologia e diversidade dos microorganismos. Comumente, a degragao ¢é
proporcional ao aumento da temperatura. Nutrientes como nitrogénio, fosforo, e em
alguns casos, o ferro, aumentam a biodegradacdo, porém as concentragdes
excessivas tem efeito contrario (DAS; CHANDRAN, 2011).

Na figura 6 apresenta-se a via metabdlica de biodegradacao de
hidrocarbonetos alifaticos por microrganismos aerébios. Os alcanos de cadeias
curtas, menores que C9, sdo toxicos para a maioria dos microrganismos, mas
evaporam-se rapidamente nos locais de contaminacao, enquanto que os alcanos de
cadeias longas de C10-C24 sado rapidamente degradados (FRITSCHE;
HOFRICHTER, 2000)



Figura 6 — Rotas metabdlicas de biodegradagéo aerdbia para hidrocarbonetos
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Os microrganismos podem degradar compostos aromaticos se as
moléculas contaminantes forem semelhantes a compostos naturais, sendo que,
durante a degradagao formam-se compostos intermediarios naturais como o catecol
(figura 6).

Na ultima década, tem se desenvolvido pesquisas sobre
biodegradagao da mistura diesel/biodiesel em solos e aguas. Owsianiak et al. (2009)
empregaram biodiesel B10 e concluiram que depois de sete dias a eficiéncia global
de biodegradacdo da mistura foi menor que a biodegradagdao com oleo diesel.
Prince, Haitmanek e Coylem (2008) avaliaram a biodegradagéo aerdbica do B20, e
observaram que houve uma degradacgao rapida e completa (6,8 dias), os ésteres
metilicos de acidos graxos, n-alcanos e iso-alcanos, e compostos aromaticos
simples foram os mais rapidamente degradados, sendo, os ultimos compostos a

sofrer biodegradacao, os etil alcanos, ciclohexanos e decalinas.
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2.5 REMEDIAGAO

Varias técnicas de remediacao fisicas, quimicas e biologicas estao
sendo estabelecidas visando a restauracao de locais impactados por combustiveis
fésseis e biocombustiveis, sendo usadas isoladamente ou em conjunto para
restabelecer os niveis de segurancga aceitaveis, de acordo com a legislagao vigente
de cada pais (ZHU; LU; ZHANG, 2010)

A legislacdo brasileira que regula a contaminagdo por
hidrocarbonetos de solos e aguas subterraneas é recente e foi langada em 28 de
dezembro de 2009 (Resolugao n°® 420). A lei dispde critérios e apresenta valores
orientadores para a qualidade do solo quanto a presenca de substancias quimicas e
estabelece diretrizes para o gerenciamento ambiental de areas contaminadas por
essas substancias em decorréncia de atividades antrépicas.

O sucesso do tratamento de um local contaminado depende da
escolha adequada, desenho, e do ajuste das operagdes tecnoldgicas de remediacao
com base nas propriedades dos contaminantes e dos solos. Escolher um tratamento
apropriado € muito dificil, mas, extremamente importante (KHAN; HUSAIN; HEJAZI,
2004).

De acordo com Castelo-Grande, Augusto e Barbosa (2015), as
técnicas de remediagdo de solos sdo classificadas em duas categorias, as
denominadas in situ, que sdo empregadas no préprio local contaminado; e as ex
situ, na qual o material contaminado € removido para realizar o tratamento em outro
local. Uma segunda classificagdo pode ser feita levando em consideracdo a agao
usada na remediagdo, sendo estas divididas em bioldgicas, fisicas, quimicas e
térmicas, que podem ser usadas individualmente ou em conjunto para reduzir a
contaminagao a um nivel seguro e aceitavel (KHAN; HUSAIN; HEJAZI, 2004). Na
figura 7, estdo apresentadas as técnicas usadas no tratamento de solos
contaminados com combustiveis.

Alguns dos métodos bioldgicos incluem o uso de biossurfactantes,
biosuspensao, bioacumulacao e fitorremediagao. As técnicas quimicas, baseiam-se
na extracdo com dissolventes, e, no uso de: tensoativos, dioxido de cloro, oxidagao
catalisada por perdxido de hidrogénio, etc. Os métodos fisicos aplicam técnicas

como o ultrassom, difusdo de oxigénio, entre outras (PIETROLETTI et al., 2010).
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Figura 7 — Técnicas usadas no tratamento de solos contaminados com
combustiveis

TIPO DE TRATAMENTO TECNICA
L Biorremediagéo
Biolégico - ———
Bioventilagdo
In situ Fisico/quimico Lavagem de solo
q Extragdo de vapores SVE
A Reforgo térmico SVE
Térmico o ——
Vitrificagdo
Biolégico Compostagem

Controle da fase sdlida
Técnica Agraria
Oxido-redugao

(assumindo escavagao)

Fisico/quimico Lavagem de solo
(assumindo escavacao) Extrac&o de vapores SVE
Ex situ Extracdo por solventes

Dessorgao térmica. Alta temperatura
Dessorcao térmica. Baixa temperatura

Térmico Incineragao
(assumindo escavagao) Pirdlise
Vitrificagdo

Atenuagéao natural

Fonte: Adaptado de USEPA (1994)

Segundo Andrade, Augusto e Jardim (2010), a técnica de
incineragao apresenta os maiores custos de tratamento de solos contaminados com
petroleo e derivados. Dependendo do combustivel, o custo total do tratamento pode
alcangar US$ 2665 por m®. O contrario acontece com a biorremediagdo que oferece
0 menor custo de tratamento.

A remediagdo usando a técnica biquimica para o tratamento de
solos contaminados por hidrocarbonetos de petréleo tem sido utilizada amplamente
em paises desenvolvidos, como os Estados Unidos, Canada e varios da Europa. No
Brasil, poucos casos praticos tem sido executados, permanecendo relegados ainda
ao campo da teoria. (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2010).

2.5.1 Biorremediagao

A Biorremediacdo é o processo que utiliza microrganismos, fungos,
plantas para degradar e transformar residuos organicos em formas menos toxicas, a
niveis abaixo dos limites de concentracdo permitidos pelas autoridades
(JUWARKAR; SINGH; MUDHOO, 2010; MEGHARAJ et al., 2011).

Os microrganismos usam o residuo organico persistente como fonte
de energia e através de vias metabdlicas promovem reagdes quimicas que

transformam esses compostos em subprodutos mais facilmente degradaveis. A
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biodegradagdao completa de um substrato leva a formacdo de compostos quimicos
simples como CO,, H,O NHs, SO42, PO,? e biomassa microbiana. (GAYLARDE;
BELLINASO; MANFIO, 2005; MEGHARAJ et al., 2011).

Existem varios fatores que afetam a biorremediacao, entre esses, “a
existéncia de uma populagdo microbiana capaz de degradar os poluentes; a
disponibilidade de contaminantes para a populacdo microbiana; e fatores ambientais
como, tipo de solo, temperatura, pH, presenca de oxigénio e nutrientes” (VIDALI,
2011; WILSON; JONES, 1993).

2.5.2 Fitorremediagao
A fitorremediagdo define-se como a tecnologia que envolve o
emprego de plantas vivas e microrganismos associados, que permite a degradagao,
retencdo, imobilizacdo ou redugdo de contaminantes ambientais, a niveis nao
téxicos, em solos ou aguas (PILON-SMITS, 2005; USEPA, 2000).
De acordo com Andrade, Tavares e Mahler (2007), a fitorremediagéo
é comumente dividida em 5 técnicas, classificadas de acordo ao destino do
contaminante (Figura 7)
e Fitoextracdo: armazenamento no tecido vegetal, permitindo a eliminagao ou
reciclagem.
¢ Fitotransformagao ou fitodegradagao: transformacéo no interior da planta ou
em sua superficie, passando a formas menos téxicas (catabolismo ou
anabolismo)
¢ Fitovolatilizacdo: conversao em forma volatil, liberada na atmosfera.
e Fitoestimulagdo: estimulagdo a biodegradacdo microbiana mediante
exsudatos radiculares.

e Fitoestabilizag&o: imobilizagdo por meio de sua lignificagado ou humificagéo.

A fitorremediagcdo tem sido reconhecida como uma tecnologia
vantajosa na remog¢ao de poluentes organicos do solo, em comparagdo com
tecnologias de recuperagao fisico-quimicas, devido ao seu menor custo e pelas
caracteristicas ambientalmente amigaveis (WANG et al., 2011). As plantas florestais
além do tratamento fitocorretivo, apresentam a vantagem de ter elevada produgéao
de biomassa, podendo ser usadas eventualmente na producdo de energia
(SLOBODANKA et al., 2009).
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Figura 8 — Classificagdo das técnicas de fitorremediagao
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Fonte: Adaptado de Pilon-Smits (2005)

Além disso, o uso da fitorremediacdo promove a reabilitagdo da
estrutura, da fertilidade e da ecologia do solo, aumentando a quantidade de carbono
organico, a porosidade e a infiltracdo da agua, reduzindo a erosdo. As plantas
permitem trocas gasosas no solo e o desenvolvimento dos microrganismos, podendo
estes atuarem como biorremediadores (MARQUES; AGUIAR; SILVA, 2011).

Poluentes orgénicos tem sido fitorremediados com sucesso, incluido
solventes organicos como o tricloroetilieno (TCE), herbicidas, como a atrazina,
explosivos como o ftrinitrotolueno (TNT), o metil tert-butil éter (MTBE), o
bifenilpoliclorado (PCB), e hidrocarbonetos de petrdleo, como os BTEX e os HPAs
(PILON-SMITS, 2005; WANG et al., 2011).

A escolha das plantas deve obedecer alguns critérios: a) identificar
as espécies que sejam tolerantes ao contaminante, essa analise pode ser feita por
meio da taxa de germinacéo, produc¢ao de biomassa e profundidade alcangada pelas
raizes; b) as condigdes locais, como o solo, o clima, a radiagdo e as precipitagdes
deve ser favoraveis para o desenvolvimento da planta; c) além de ser tolerante com
o contaminante, a planta selecionada deve apresentar potencial para diminuir a sua
concentragdo (ANDRADE; TAVARES; MAHLER, 2007; MARQUES; AGUIAR;
SILVA, 2011).

Dentre as espécies vegetais com potencial para remediar solo
contaminado com petréleo e hidrocarbonetos, destacam-se algumas gramineas e
leguminosas (KAIMI; MUKAIDANI; TAMAKI, 2007).
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2.5.2.1 A planta Canavalia Ensiformis como fitorremediadora

A Canavalia ensiformis (L.) DC, conhecida no Brasil como feijao-de-
porco, é uma leguminosa originaria da parte ocidental da india e da América Central
(ANCONA; GUERRERO; HERNANDEZ, 1997). Seu crescimento é herbaceo, ereto,
atingindo de 1,2 m até 1,5 m de altura; folhas alternadas, trifolioladas; foliolos
eliptico-ovais, de cor verde-escura; inflorescéncias em racemos largos € nodosos;
flores de cor violacea ou roxa; vagem linear comprida de 30-35 cm coriacea, bivalva
com estrias longitudinais, com 12 a 18 sementes; sementes grandes, de forma
arredondada-ovalada, de cor branca ou rosada (ALCANTARA; BUFARAH, 1988).

A Canavalia ensiformis é pouco exigente em condi¢des de fertilidade
dos solos, adapta-se a solos argilosos e arenosos, resistente a altas temperaturas e
a seca e tolera relativamente bem o sombreamento. Seu crescimento inicial é rapido,
e, € indicada como cobertura verde em cultura perene e no controle de invasoras
(EMBRAPA, 2000). Destaca-se como adubo verde por estabelecer simbioses com
rizobios, e assim, fixar N atmosférico, com quantidade que oscilam entre 100-200 kg
por hectare (MARTIN et al., 2012).

O extrato das sementes de feijdo-de-porco € uma fonte alternativa
potencial de nutrientes para animais, pois, contem em torno de 300 g de proteina
crua e 600 g de carboidratos por cada kg de matéria seca (UDEDIBIE; CARLINI,
1998). No entanto, seu uso tem sido dificultado devido a presenca de uma toxina, a
concanavalina A (ConA), que é uma lectina (CARLINI; GUIMARAES, 1981;
MENDEZ et al., 2004).

Ha um grande numero de pesquisas com a Canavalia ensiformis,
dentre as quais destaca-se o uso da sua semente como bioinseticida (CARLINI;
GROSSI-DE-SA, 2002; DEFFERRARI et al., 2011; MULINARI et al., 2007), e como
alimento animal, quando detoxificadas (LEC)N et al., 1998; D'MELLO; WALKER,
1991).

2.6 PuBLICAGOES SOBRE FITORREMEDIAGAO DE HIDROCARBONETOS

Na Figura 9 mostram-se algumas publicagdes realizadas entre 2002
e 2015, sobre fitorremediacdo de solos contaminados com combustivel diesel e
afins, destacando-se os resultados de % de degradagao, produgdo de biomassa

seca aérea, biomassa seca radicular, area foliar e altura.
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Figura 9 — Algumas publicagdes, realizadas de 2002 até 2015, sobre fitorremediacio de solos contaminados com combustivel diesel e afins

. . . . Ter_npo CE - Concentragao do % degradagao do Blor’nassa Blor.nassa Area | Altura
Ano | Pais |Contaminante Espécies experimentagao . 1 . Aérea Radicular . Fonte
. contaminante (mgL~) | contaminante Foliar | (cm)
(dias) (seca) (seca)
A . Mistura Trifolium repens e Pisum 61 sem uso de o ) ) i Palmroth, Pichte e
2002/ Finlandia Diesel sativum 60 >000 fertilizante <67% Puhakka (2002)
> >
2003| Escécia Diesel  |Vicia sativa e Lolium multiflorum 120 5000, 1000, 15000 98,5-100 <28-72% < ; g g%aor;‘)e Duncan
.. , Escalante-Espinosa
2004| México HTP Cyperus laxus 120 5000 85 so6 pela planta - - - - et al. (2005)
. Oleo ) , > > <10,6- |Sangabriel et al.
< -
2006| México Combustivel 3 Leguminosas e 3 Gramineas 90 50000 < < 375 |(2006)
. . . Dickinson e
2006| Canada Diesel Bromus inermis Leyss. 224 13340 e 26680 NS S S - - Rutherford (2006)
2007| México Oleo by seolus coccineus 90 50000 NS <53%S | <66%S - |<15,39|FerTera-Cerrato et
Combustivel al. (2007)
2007| lapso Diesel |20 especies 141 9800 5-66 s - s . |Kaimi, Mukaidani e
P P Tamaki (2007)
. . 0, 2000, 5000, 10000, 62-88 HTP .
2008| China Diesel Astragalus adsurgens 730 30000, 50000 57-70 FA - NS |Lin et al. (2008)
. . . 20000, 4000, 80000, Lin e Mendelssohn
2008| China Diesel Juncus roemerianus 365 160000 84-100 HPAs S NS (2009)
N , F. arundinacea Schreb 4.700 HTP 64-72 HTP Soleimani et al.
2010, Ird Petrdleo | atensis Huds 210 8.5 HPAs 80-84 HPA - - - " |(2010)
2010| China Petréleo  |Pharbitis nil L 127 5000, 12333(’)20000’ 27,63-67,42 NS NS - - Zhang et al. (2010)
Brachiaria Decumbens, Gaskin e Bentham
2010| Australia Diesel Cymbopogon ambiguus, 100 10000 50-88 - - - -
. o (2010)
Microlaena stipoides
2012| Brasil | Petréleo |CYCinEmax 60 30000 - s s s S |Aguiar et al. (2012)
Brachiaria brizantha
L . - 32-55 Muratova et al.
2012| Rdssia Diesel Espécies de Poaceae e Fabaceae 70 10000 Milho (55) <63-97 <26-90 - - (2012)
Malasia . . 8700 70 Al-Baldawi et al.
2013 Iraque Diesel Scirpus grossus 72 17400 802 - - - - (2013)
i D
2014|Colombia Petroleo  |Canavalia ensiformis 120 27647 57,38 HTP - - NS NS ?;OHI]I;EZ € bussan
. . . . 57,7 Natural Moubasher et al.
2015| Egito Petréleo  |Bassia scoparia 150 10000 511 Esterilizado (2015)
HTP: Hidrocarbonetos Totais do Petréleo, FA: Fragdo aromatica, NS: Nao significativo (p>0,05), S: Significativo (p<0,05), <:Diminui¢éo, >: Aumento. Obs: Nenhum trabalho

avaliou numero de folhas.
Fonte: o proprio autor
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3. MATERIAL E METODOS GERAL

Com o intuito de evitar a repeticdo de informacgées, este topico contempla a parte de

Material e Métodos comum para os trés artigos.

O experimento foi conduzido em casa de vegetagao, localizada no
Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Estadual de Londrina (UEL), no
periodo de agosto a novembro de 2014, (sem controle de luz e temperatura). O
clima da regido de Londrina é classificado como subtropical umido mesotérmico,
segundo Koppen (Cfa). De acordo com o Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET), a temperatura média no periodo do experimento foi de 23,08°C, sendo
29,49°C a média da maxima temperatura e 17,11°C a média da minima (Figura 10),

com umidade relativa do ar em torno de 67,00%.

Figura 10 — Variagao da temperatura no periodo de desenvolvimento do experimento na
regido de Londrina
50
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Fonte: o proprio autor

3.1 COLETA DOS MATERIAIS E CONTAMINAGAO DO SOLO

3.1.1 Preparo do Solo

O solo, classificado como Latossolo Vermelho argiloso, foi coletado
na camada superficial de 0-20 cm em uma area de cultivo da Fazenda Escola da
UEL (latitude 23° 20’ 23.45” S; longitude 51° 12’ 32,28” W e altitude 560 m). O solo
foi exposto ao ar para secagem durante 15 dias, e depois tamisado usando peneira
de 4,0 mm de abertura, que corresponde a 5 mesh da série Tyler, para obter uma

amostra homogénea. Em seguida, uma porgédo foi esterilizada usando autoclave
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vertical (Phoenix Luferco) a temperatura de 121,00°C e pressao de 1,10 atm (aprox.
1,14 kg cm™) durante 30 minutos (TREVORS, 1996). Os dois solos (controle e
autoclavado) foram analisados previamente e os resultados encontram-se na Tabela
1.

Tabela 1 — Caracterizagdo granulométrica e quimica dos solos antes da instalagdo do
experimento

Analise granulométrica (g kg™)

Solo Argila Silte Areia
Controle 728,3 125,8 135,1
Autoclavado 739,1 162,4 109,3

Analise Quimica

pH P Mg” Ca~ K AFF Zn Cu Fe Mn H+Al_ COT
Solo CaCl; mgkg' -mmmmmemes cmol, kg B omolkg! %
Controle 539 460 112 7,38 134 0,00 452 19,21 70,36 644,85 7,76 3,35
Autoclavado | 6,21 590 242 6,58 1,16 0,00 4,31 18,78 77,86 943,94 4,28 3,48

Fonte: o préprio autor

3.1.2 Preparo do B10

Foi preparado o biodiesel B10 a partir da mistura de diesel (B5
S500) e biodiesel (B100). Uma aliquota de 263,16 mL do B100 foi colocado em
baldo volumétrico de 5 L e o volume completado com o diesel comercial (B5). O
procedimento foi repetido trés vezes para a obtencdo de 15 L de B10. Os
combustiveis foram fornecidos pelo Laboratério de Analise de Combustiveis da UEL
e pela distribuidora Ipiranga Pool Londrina. O B100 foi caracterizado inicialmente e

os resultados encontram-se na tabela 2.

Tabela 2 — Caracterizagédo do biodiesel B100 usado no preparo do biodiesel B10

- . _ Método Resultado

Andlises Unidade Limite ABNT/ NBR ASTM
Aspecto - Anotar Visual (1) Limpido
Massa especifica a 20°C kgm® 850-900 7148 D1298 879,4
Ponto de fulgor °C Minimo 100°C 14598 D-93 145,4
Indice de Acidez mg KOH g™ Max. 0,5 14448 D-664 0,32
Establllda_de a oxidagao a hora 6h EN 14112 e 6.11
110°C, min.
Teor de agua, maximo mg kg’ 200 D 6304 150
Viscosidade Cinemética a mm2 s 30a86.0 D 445 4.1

40°C

Fonte: Laboratodrio de analise de combustiveis da UEL
(1): LIl — Limpido e isento de impurezas.

3.1.3 Contaminagao do Solo com Biodiesel B10
Foram contaminadas amostras de solo (controle e autoclavado) com

biodiesel B10 nas proporcdes de 1% e 2% (m/m) para simular derramamentos de
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aproximadamente 30.000 L e 60.000 L por hectare. O B10 foi misturado
mecanicamente ao solo em betoneira durante 20 minutos, para permitir sua
distribuicdo homogénea. Cada recipiente foi preenchido com 3,5 kg de solo

contaminado.

3.1.4. Recipientes com Solo Contaminado

Cada recipiente foi construido pela unido de trés anéis de PVC, de
15 cm de diametro e 10 cm de altura. Os anéis foram colados com fita adesiva e a
vedacao do fundo feita com placa de poliestireno comercial de 1 cm de espessura.
Os recipientes foram revestidos com bolsas de polietileno de baixa densidade para
evitar perda de material, conforme Figura 11.

Figura 11 — Passos para a constru¢do dos recipientes usados no
experimento

B

Fonte: o préprio autor

Por ocasido da coleta de dados, em cada época de avaliagédo o solo
de cada recipiente foi separado por camadas da seguinte forma: camada superior (0-

10 cm), intermediaria (10-20 cm) e inferior (20 a 30 cm) de profundidade.

3.2 EsSPECIE VEGETAL CULTIVADA

A espécie vegetal utilizada no experimento foi uma leguminosa
comercial herbacea. As sementes foram fornecidas pela fazenda escola da UEL e
identificadas pelo Herbario do Centro de Ciéncias Biolégicas da UEL como

Canavalia ensiformis (L.) D.C. (feijao-de-porco). Foram feitos testes de germinacgéo,
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seguindo a metodologia do MAPA (2009) para avaliar a qualidade das sementes,

obtendo-se 80% de germinagao.

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento estatistico empregado foi o inteiramente
casualizado, com esquema fatorial de 3x3 tendo como fatores 3 niveis de
contaminagao do solo com biodiesel B10 no solo (0%, 1%, 2% m/m); 3 tratamentos
de solo (solo controle, solo autoclavado, solo cultivado com feijdo-de-porco),
conforme a Figura 12. Para cada tratamento foram feitas quatro repetigdes,
totalizando 240 recipientes. As analises foram feitas em 5 épocas, denominadas, dia
0, 15, 35, 55 e 75 (experimento destrutivo). Os recipientes eram trocados de posi¢ao
aleatoriamente a cada 15 dias para evitar efeitos permanentes das condi¢cdes
ambientais do local, como luz, sombra, correntes de ar e outras que pudessem

induzir variagdes néo controladas.

Figura 12 — Esquema ilustrativo do experimento

Fator 2: Tratamentos dos solos
Controle (SC) Autoclavado (SA) Cultivado (SP)
Rt | R2 | R3[| R4 | R1 | RR]R3I|[ R4 | R |R|R3| Ra
Fator 1: 0% | SCo | sco | sco | sco | SA0 | SA0 | SA0 | sA0 | sPo | sPo | sPo | sPo
Concentragdodo | 1% | SC1 | SC1 | SC1 | SC1 | SA1 | SA1 | SA1 | SA1 | SP1 | SP1 | sP1 | sP1
B10 no solo 2% | sc2 | sc2 | sc2 | sc2 | sA2 | sA2 | sA2 | sA2 | sP2 | sP2 | sP2 | sP2

R: Repetigcao

3.4 CONDUGAO DO EXPERIMENTO

Para evaporacao dos compostos mais volateis os recipientes,
devidamente preenchidos com solo contaminado, permaneceram na casa de
vegetagdo por um periodo de 15 dias e mantidos umidos com 70-80% da
capacidade maxima de retengdo da agua do solo (MRA). Completados os 15 dias,
as sementes de Canavalia ensiformis (L.) D.C. (feijao-de-porco), previamente
desinfetadas com hipoclorito de sddio comercial a 1% por 5 minutos e lavadas com
agua destilada, foram semeadas, distribuido 5 sementes/recipiente. Apds 7 dias fez-
se o desbaste deixando 1 planta/recipiente. A fase experimental durou 60 dias,
mantendo-se o0 solo sempre a umidade do solo, mediante reposi¢ao diaria da agua
evaporada.

Coletas de amostras de solo e planta para analise foram realizadas

aos 0, 15, 35, 55 e 75 dias apés instalagcao do experimento.
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Por ocasidao das coletas, o solo de cada recipiente foi dividido em
trés camadas (0-10 cm, 10-20 cm e 20-30 cm). O solo de cada camada foi
homogeneizado manualmente e, cerca de 150 g de solo foram retirados e secos a
temperatura ambiente (maximo 30°C), peneirado em malha de 2 mm, e armazenado
no escuro em recipientes plasticos com tampa, a temperatura de 4,0°C (BOD), até o

momento das analises.

3.5 Andlise Estatistica

Os resultados foram submetidos a avaliagao estatistica por analise
de variancia (ANOVA) e quando necessario as medias foram comparadas pelo teste
de Tukey em nivel de 5% de significancia, utilizando os softwares ASSISTAT
Assisténcia Estatistica 7.7 (SILVA; AZEVEDO, 2002) e Sisvar for Windows v. 5.3
(Build 77) (FERREIRA, 2008).
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4. ARTIGO A: DEGRADAGAO DA FRAGAO AROMATICA DO BIODIESEL B10
EM SOLO CONTAMINADO ARTIFICIALMENTE E CULTIVADO COM Canavalia

ensiformis.

4.1 RESumo

Nos dultimos anos, o uso generalizado do biodiesel, geralmente mistura
diesel/biodiesel tem aumentado o numero de acidentes envolvendo derramamentos
ou vazamentos em ecossistemas aquaticos ou terrestres. A fitorremediacao cada dia
€ mais aceita pela comunidade de cientistas como tratamento efetivo e de baixo
custo. Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a degradacado da fragéo
aromatica de biodiesel B10 mediante o tratamento fitocorretivo com Canavalia
ensiformis em um solo contaminado artificialmente. O experimento foi realizado em
casa de vegetacdo, em recipientes contendo 3,5 kg de um Latossolo Vermelho
argiloso. O delineamento experimental empregado foi o inteiramente casualizado
com 4 repeticdes. Os tratamentos testados resultaram de um fatorial 3x3, em que os
fatores foram 3 niveis de contaminagéo do solo com B10 (0%, 1% e 2%) e 3 tipos de
preparo do solo (controle, autoclavado e cultivado). As amostras de solo foram
coletadas em 5 épocas (0, 15, 35, 55 e 75 dias apds a instalagado do experimento) e
em 3 camadas, superior (0-10 cm), intermediaria (10-20 cm) e inferior (20-30 cm).
Foi usada a espectroscopia de fluorescéncia synchronous para determinar a
degradacdo dos compostos aromaticos em cada camada do solo. Aos 75 dias, a
degradagdo em todos os tratamentos na camada superior foi de 86% - 94%, na
camada intermediaria de 83% - 94%, e na camada inferior de 82% - 94%, sendo que
nas trés camadas, a menor degradagéo ocorreu para a contaminagéo de 2% de B10
no tratamento de solo autoclavado. Levando em consideracdo os resultados das
analises estatisticas, a fitorremediagcdo usando Canavalia ensiformis é uma técnica
viavel para remediar solos contaminados com 1% ou 2% de biodiesel B10 numa

profundidade maxima de 10 cm.
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4.2 ABSTRACT

Recently, widespread use of biodiesel, usually blended diesel / biodiesel has
increased the number of accidents involving spills or leaks in aquatic or terrestrial
ecosystems. Phytoremediation is increasingly accepted by the scientific community
as effective and low-cost treatment. Therefore, the objective of the present study was
to evaluate the degradation of the aromatic fraction of B10 biodiesel by means of the
phytocorrective treatment with Canavalia ensiformis in an artificially contaminated
soil. The experiment was carried out in a greenhouse in containers containing 3.5 kg
of a clayey Oxisol. The experimental design was a completely randomized design
with 4 replicates. The treatments tested were a 3x3 factorial, in which the factors
were 3 levels of soil contamination with B10 (0%, 1% and 2%) and 3 types of soll
preparation (control, autoclaved and cultivated). Soil samples were collected in 5
seasons (0, 15, 35, 55 and 75 days after the experiment) and in 3 layers, upper (0-10
cm), intermediate (10-20 cm) and lower (20 -30 cm). Synchronous fluorescence
spectroscopy was used to determine the degradation of aromatic compounds in each
soil layer. At 75 days, degradation in all treatments in the upper layer was 86% -
94%, in the middle layer of 83% - 94%, and in the lower layer of 82% - 94%, and in
the three layers, the lowest Degradation occurred for the contamination of 2% of B10
in the treatment of autoclaved soil. Taking into account the results of the statistical
analysis, phytoremediation using Canavalia ensiformis is a viable technique to
remediate soils contaminated with 1% or 2% B10 biodiesel at a maximum depth of 10

cm.
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4.3. INTRODUGAO

O petroleo é uma das fontes basicas de energia sobre as quais
sustentam-se as atividades econémicas de todos os paises do mundo. No entanto, &
também a principal fonte dos problemas ambientais, como o aquecimento global,
poluicdo fotoquimica, liberacdo de material particulado (HALL et al., 2003), e
contaminacgao de solos e aguas (ZACHARYASZ; SIEPAK; ROSADA, 2012).

A contaminacdo do solo pelo petréleo e seus derivados tem se
convertido num problema grave. Para Wolicka et al. (2009) as principais fontes de
contaminagao sao: instalagbes de campos de petréleo, refinarias de petréleo,
distribuicdo de combustivel liquido, dispositivos de armazenamento, equipamentos
de transporte de produtos petroliferos, aeroportos e perfuragdes ilegais em linhas de
tubulacdo. Assim, o 6leo diesel tem se convertido num dos contaminantes habituais
de grandes superficies do solo (MOLINA-BARAHONA et al., 2004).

Os combustiveis de origem fossil como o diesel contém
hidrocarbonetos, saturados e insaturados, de cadeia linear ou ramificada, além dos
aromaticos, podendo ser monoaromaticos, como Benzeno, Tolueno, Etil-benzeno e
Xilenos (BTEX), ou poliaromaticos como os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos
(HPASs), e, ainda, hidrocarbonetos aromaticos contendo N e S. Estes compostos
organicos sdo nocivos para o meio ambiente, comprometem a saude humana e
prejudicam o desenvolvimento de plantas e animais (ZHOU; SUN; LIU, 2005).

Na busca por combustiveis oriundos de fontes limpas e renovaveis,
o biodiesel, que € um monoalquil éster de acido graxo, tem se destacado
(BORSATO et al., 2010), por nédo ser toxico, estar livre de enxofre e compostos
aromaticos, ser facilmente biodegradavel, e, por aumentar a capacidade de
lubrificagdo. Além disso, suas principais propriedades fisico-quimicas sao
comparaveis as dos combustiveis fésseis (KARAVALAKIS; STOURNAS; KARONIS,
2010).

Os combustiveis, ao entrar em contato com o solo vao se espalhar e
infiltrar, no entanto, essa infiltracdo €& limitada pelas propriedades fisicas do
combustivel e do solo. A granulometria e composi¢cdo do solo (areia, argila, silte),
determina a area do espaco poroso e a sua permeabilidade. Assim, um solo arenoso
permite a penetracdo mais rapida e mais profunda do éleo do que um solo argiloso
(CHARVET, 2007). Em condigdes normais parte do combustivel diesel é absorvido
pela materia organica na superficie do solo. (ADAM; DUNCAN, 2002).
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Varias tecnologias estdo sendo utilizadas para tratar solos
contaminados com produtos petroliferos, incluindo técnicas fisicas e quimicas, tais
como o tratamento térmico, lavagem do solo, extragcdo de gases ou liquidos,
solidificacdo e estabilizacdo ou combinacées dos referidos processos. No entanto,
estas técnicas sdo muito caras e exigem a utilizagdo de equipamentos pesados e
uma quantidade substancial de energia (KAIMI et al., 2006).

Segundo Barrutia et al. (2011) o uso de plantas e seus
microrganismos associados para remediar solos contaminados com compostos
organicos € cada vez mais aceita como tecnologia viavel. Dentre estas técnicas
destaca-se a fitorremediacdo que tem demonstrado ser eficiente para o tratamento in
situ de solos contaminados (WANG et al., 2010). A fitorremediagao define-se como a
tecnologia que envolve o emprego de plantas vivas que permitem a degradagéo,
retencao, imobilizagdo ou reducao de contaminantes ambientais a niveis n&o téxicos
em solos ou aguas (USEPA, 2000).

O objetivo deste estudo foi avaliar a degradagao da fragado aromatica
de diesel de petroleo contendo 10% de biodiesel, em solo contaminado

artificialmente e cultivado com Canavalia ensiformis.

4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Andlises das Fragoes Aromaticas

Para a analise das fragbes aromaticas usou-se a técnica de
espectroscopia de fluorescéncia, em que a fracdo de biodiesel B10 foi extraida
colocando-se em um tubo de ensaio 2 g da amostra e 10 mL de diclorometano
(CH.ClI,). Posteriormente, a mistura foi agitada por 2 minutos com agitador vortexz<
e logo apds colocada no ultrassom por 30 minutos (COTTA; REZENDE;
LANDGRAF, 2009). Finalmente, o extrato foi filtrado e analisado em
espectrofluorimetro SHIMADZU — RF5301PC na modalidade synchronous com A\ =
20 nm e varredura espectral de 270 a 450 nm. As areas integradas dos espectros
foram calculadas utilizando-se o software Personal Fluorescence RF5301-PC verséo

1.40, tomando-se o mesmo intervalo da varredura espectral para todas as amostras.
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1 Fragoes Aromaticas

Uma substancia é fluorescente se a sua estrutura apresenta elétrons
T, que absorvem radiagdo na regido ultravioleta e visivel do espectro
eletromagnético e, apds, emitem parte dessa radiagdo em comprimento de onda
maior. Assim, quando uma amostra fluorescente € irradiada em um comprimento de
onda especifico, ocorre uma excitagao eletrénica de um nivel energético inferior para
um nivel superior, seguida de uma relaxagdo (emissao de energia), retornando ao
estado fundamental. Essa energia emitida pode ser medida para avaliar a
concentracdo do composto ou substancia fluorescente.

Os compostos que apresentam fluorescéncia molecular sdao os
aromaticos e os aciclicos com grupos carbonila ou com duplas ligagdes altamente
conjugadas (SKOOG et al., 2002).

A espectrofotometria de fluorescéncia synchronous (sincronizada de
excitagdo/emissdao) é uma técnica qualitativa util para o analise da composi¢céao
aromatica de uma mistura complexa de hidrocarbonetos aromaticos como o petroleo
e seus derivados (WAKEHAM, 1977).

Geralmente o petréleo se divide em quatro fragdes: alifatica,
aromatica, compostos polares e a fragdo asfaltenica (NICODEM et al., 2001), cada
fracdo absorve e emite numa regido especifica do espectro eletromagnético, sendo
que os aromaticos o fazem no UV-VIS, os polares no visivel e os asfaltenos no
visivel-infravermelho préximo.

A fluorescéncia do diesel no solo é causada pela presenca dos
compostos aromaticos como os BTEX e HPAs de maximo trés anéis. O B100
(biodiesel puro) nao fluoresce, por ndo possuir compostos aromaticos, por isso, a
fluorescéncia no B10 deve-se a fracdo aromatica contida no diesel.

Na figura 13 estdo apresentados os espectros dos combustiveis, o
solo e solvente utilizados no experimento. E possivel evidenciar que o diesel
(derivado do petréleo), apresenta maior fluorescéncia entre 300 e 450 nm, por isso,
foi o intervalo escolhido para calculos das areas e concentracbes de compostos

aromaticos.
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Figura 13 — Espectros de fluorescéncia synchronous de diesel, biodiesel em diclorometano
(1/1000 v/v), utilizado no experimento
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Na faixa dos comprimentos de onda entre 600 e 900 nm, ha
presenca de uma pequena banda que indica a presenga de substancias humicas ou
matéria organica do solo. Essas substancias humicas sdo compostas por misturas
heterogéneas de compostos organicos, como grupos alifaticos, aromaticos, fendlicos
e quinonas, os quais sao os principais fluoréforos deste material (CHEN et al., 2003).

A Figura 14 proposta por Kumke, Léhmannsroben e Roch (1995),
apresenta os 16 HPAs prioritarios para controle ambiental pelas agéncias (USEPA),
os quais podem ser fotoexcitados na faixa do UV/VIS do espectro eletromagnético.

Os espectros de fluorescéncia sincronizada dos extratos de solo
sem contaminagédo (0%) de B10 nos trés tratamentos: solo controle, solo
autoclavado e solo cultivado com Canavalia ensiformis na camada superior (0-10
cm), intermediaria (10-20 cm) e inferior (20-30 cm), nas 5 épocas de amostragem (O,
15, 35, 55 e 75 dias depois do inicio do experimento), ndo apresenta bandas na
faixa de comprimentos de onda entre 270-450 nm, em nenhuma camada ou
tratamento (Figura 15 e anexo A, pag 109). Os resultados obtidos indicam que no
periodo do experimento o solo ndo continha, nem liberou nenhum grupo fluoréforo,
ou seja, nao havia presenca de substancias com duplas ligagdes conjugadas, como
os compostos aromaticos (BTEX e HPAs). Os fluoréforos do solo estao presentes na

matéria organica, composta principalmente de acidos humicos os quais apresentam
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uma banda na regido entre 600-900 nm, ndo levada em consideragdo nas

avaliagdes.

Figura 14 — Correlagdo entre absor¢cdo e emissado de
energia para diferentes HPAs
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Figura 15 — Espectros de fluorescéncia synchronous para os
solos sem contaminacao de B10 nas trés camadas, aos 0, 15, 35,

55 e 75 dias da instalagao do experimento.
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A figura 16 apresenta o resultado das areas integradas dos

espectros de fluorescéncia de todos os tratamentos nas trés profundidades,

camadas superior 0-10 cm, intermediaria 10-20 cm e inferior 20-30 cm, nas cinco

épocas de amostragem (0, 15, 35, 55 e 75 dias).
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Figura 16 — Areas integradas dos espectros de fluorescéncia, para os tratamentos do solo sem contaminagdo e contaminado com 1% 2% de
B10 aos 0, 15, 35, 55 e 75 dias da instalagdo do experimento, nas trés camadas avaliadas
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4.5.2 Degradagao dos compostos aromaticos em solo contaminado com 1% de
B10.

As Figuras 17, 18 e 19 exibem o0s espectros de fluorescéncia
synchronous para os tratamentos contaminados com 1% de B10 nas camadas
superior, intermediaria e inferior, sendo possivel observar que houve um decréscimo
na intensidade relativa da fluorescéncia com o decorrer do tempo, em todos os
casos.

Figura 17 — Espectros de fluorescéncia synchronous para solos

contaminados com 1% de B10 na camada superior (0-10 cm de

profundidade), aos 0, 15, 35, 55 e 75 dias da instalagcdo do

experimento.
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Figura 18 — Espectros de fluorescéncia synchronous para solos
contaminados com 1% de B10 na camada intermediaria (10-20 cm
de profundidade), aos 0, 15, 35, 55 e 75 dias da instalagdo do
experimento.
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Figura 19 — Espectros de fluorescéncia synchronous para solos
contaminados com 1% de B10 na camada inferior (20-30 cm de
profundidade), aos 0, 15, 35, 55 e 75 dias da instalacdo do
experimento.
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Tabela 3 — Porcentagem de degradacdo dos compostos aromaticos para os tratamentos de
solo contaminado com 1% de B10 aos 0, 15, 35, 55 e 75 dias da instalacdo do experimento

% degradacao por dia

Camada Tipo de solo Dia0 Dia15 Dia35 Dia55 Dia75
Controle 0 4413 9350 9393 91,91

Superior Autoclavado 0 93,02 93,08 9332 94,32
Cultivado 0 4411 9383 9323 9433

Controle 0 4738 92,87 9469 92,34

Intermediaria Autoclavado 0 91,90 93,08 93,29 94,68
Cultivado 0 4740 9406 9357 9353

Controle 0 46,12 91,81 9430 92,44

Inferior Autoclavado 0 90,19 90,07 9146 93,88
Cultivado 0 46,10 9410 9350 92,77
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Os resultados sao discutidos levando em consideracao a Figura 16,
0s espectros correspondentes as Figuras 17 a 19 e a Tabela 3, para os trés
tratamentos de solo (controle, autoclavado e cultivado) no solo ndo contaminado e
contaminado com 1% de B10.

No solo controle e cultivado, 15 dias depois da contaminacéo, a area
integrada da fluorescéncia diminuiu 44,13% na camada superior, 47,38% na camada
intermediaria e 46,12% na inferior. E possivel inferir que nesse periodo, prevaleceu
s60 houve uma atenuacdo natural, decorrente das reacbdes fotoquimicas e
bioquimicas (acdo de microrganismos). Esses resultados estdo de acordo com
Bento et al. (2005) que avaliaram a atenuagao natural da fragao leve (C12-C23) e da
fracdo pesada (C23-C40) de uma amostra de solo coletada em Long Beach e
contaminada com diesel, e verificaram que depois de duas semanas a degradagao
foi de 55,6% e 55,9%, respetivamente.

A degradacéao diminuiu com a profundidade do solo, comportamento
similar ao observado por Couto, Monteiro e Vasconcelos (2010), que observaram
que a degradacdo de HTP de solos contaminados com petrdleo na camada
superficial (até 5 cm de profundidade) foi de 20% - 50% e na camada abaixo de 5 cm
de 10% - 30%. Segundo os autores, essa diferenca na degradacao se da porque na
camada superficial ocorre a combinagédo de niveis adequados de oxigénio (propicio
para a degradagdo aerdbia) com a radiagdo solar necessaria para a produgéo de
fortes oxidantes fotoquimicos, como o ozénio.

No solo autoclavado a area integrada de fluorescéncia inicial (dia 0)
foi maior em relagédo ao solo controle e ao solo cultivado (parte B das figuras 17, 18
e 19). Essa diferenga aumento pode ser explicada pelo fato de ter ocorrido variagdes
de propriedades fisicas e quimicas do solo, principalmente pela eliminagdo dos
microrganismos, agentes ativos da degradagao.

Segundo Berns et al. (2008), a autoclavagem do solo leva ao
aumento da fragdo de argila (em razdo da maior dispersdo das particulas), e
consequentemente ao aumento da area superficial. Isso possivelmente provocou
também aumentos de macro e mesoporos e, portanto, maior adsorcdo do B10
minutos depois da contaminacdo. Depois de 15 dias de atenuacao natural o solo
autoclavado na camada superior, intermediaria e inferior apresentou uma diminuigao
na intensidade relativa correspondente a 93,02%, 91,90% e 90,19%,

respectivamente. Segundo Luthy et al. (1997) a dessorgdo pode ocorrer mais
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rapidamente em poros de maior tamanho (meso e macroporos), devido a baixa
energia de ativagao, razdo pela qual a degradacao aos 15 dias foi maior que a
observada no solo controle e no solo cultivado.

Aos 35 dias, o solo controle na camada superior teve uma
degradacgao de 93,50%, na intermediaria de 92,87% e na inferior de 91,81%, valores
préoximos aos encontrados por Sarkar et al. (2005) que relatam que para um solo
argiloso contaminado com aproximadamente 4000 ppm de diesel houve uma
reducao de 89,7% dos Hidrocarbonetos Totais de Petréleo (HTP) na quarta semana
de contaminagdo. Aos 35 dias (20 dias apds a semeadura) o solo cultivado
apresentou uma degradagao de 93,83% na camada superior, 94,06% na camada
intermediaria e 94,10% na camada inferior, valores que podem indicar que houve
degradagdo dos componentes aromaticos do diesel pela planta ou pelos
microrganismos do solo, estimulados pela presenca da Canavalia ensiformis. O dia
55 teve um comportamento muito similar ao dia 35.

No dia 75 (final do experimento) os dados obtidos foram submetidos

a avaliagao estatistica que discutido no item 4.5.3.

4.5.3 Degradacao dos compostos aromaticos em solo contaminado com 2% de
B10.

Nas Figuras 20, 21 e 22 estdo apresentados os espectros de
fluorescéncia synchronous para os tratamentos contaminados com 2% de B10 na
camada superior, intermediaria e inferior.

Os solos controle e cultivado apresentaram degradagdo média de
48,55% na camada superior, 10,31% na camada intermediaria e 1,92% na camada
inferior, depois de 15 dias da contaminagao (parte A e C das Figuras 20, 21 e 22, e
Tabela 4). Na camada superior a degradagao foi favorecida pela radiagéo solar e
pela presengca de oxigénio. Porém, nas camadas intermediaria e inferior, a
degradacgao foi menor, devido a maior concentracédo do B10 que infiltrou no solo,
impedindo a volatilizagao da fracao alifatica que é mais facilmente biodegradada
(Bento et al., 2005). No solo controle, no dia 35, a concentragdo dos compostos
aromaticos diminuiu, chegando a uma degradagao de 93,63% na camada superior,
92,03% na camada intermediaria e 91,21% na inferior. No solo cultivado a
degradacao foi de 94,91%, 93,06% e 91,46% nas camadas superior, intermediaria e

inferior, respectivamente.



Figura 20 — Espectros de fluorescéncia synchronous para solos
contaminados com 2% de B10 na camada superior (0-10 cm de
profundidade), aos 0, 15, 35, 55 e 75 dias da instalagcdo do
experimento.
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Figura 21 — Espectros de fluorescéncia synchronous para solos
contaminados com 2% de B10 na camada intermediaria (10-20 cm
de profundidade), aos 0, 15, 35, 55 e 75 dias da instalagido do
experimento.
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Figura 22 — Espectros de fluorescéncia synchronous para solos
contaminados com 1% de B10 na camada inferior (20-30 cm de
profundidade), aos 0, 15, 35, 55 e 75 dias da instalacdo do
experimento.
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Tabela 4 — Porcentagem de degradacdo dos compostos aromaticos para os tratamentos de
solo contaminado com 2% de B10 aos 0, 15, 35, 55 e 75 dias da instalagao do experimento

% degradacgao por dia

Camada Tipo de solo Dia0 Dia15 Dia35 Dia55 Dia75
Controle 0 4856 9363 9321 92,03

Superior Autoclavado 0 91,48 85,56 90,02 85,56
Cultivado 0 4856 9491 9377 9025

Controle 0 10,32 92,03 9264 90,29

Intermedidria  Autoclavado 0 8847 8432 87,99 8383
Cultivado 0 10,32 93,06 9239 88,69

Controle 0 102 9121 9153 8855

Inferior Autoclavado 0 8626 8238 82,64 82724
Cultivado 0 102 9146 90,18 87,83

Nas camadas superior e intermediaria o efeito da planta aumentou
levemente a degradagdo. E importante ressaltar que a semeadura foi feita
diretamente nos recipientes e que as raizes nesta época (35 dias depois da
contaminagao) ainda nao atingiram a camada inferior. Segundo Siciliano et al.
(2003), a degradacao de HTP (alifaticos e aromaticos) € mais rapida em solos com
presenca de vegetacdo que em solos estéreis ou em solos onde s6 ha a presenca
de microrganismos.

No caso do solo autoclavado, a area integrada de fluorescéncia foi
menor no inicio do experimento quando comparado aos solos controle e cultivado.
Quinze dias apdés houve alta degradagédo, na camada superior de 91,47%, na
camada intermediaria de 88,47% e na camada inferior de 86,26%. Nas analises
seguintes (dias 35, 55 e 75), as concentracbes de HPAs mantiveram-se
relativamente estaveis.

Na avaliagao de 75 dias (final do experimento), a degradagao para o
solo controle, autoclavado e cultivado na camada superior foi de 92,03%, 85,56% e
90,25%, respectivamente, demostrando que a fitorremediagdo com Canavalia
ensiformis aumenta a degradacdo dos compostos aromaticos no solo contaminado
com 2% de B10.

4.5.4 Analise Estatistica
A partir dos resultados do Teste de Hartley (homogeneidade de
variancias ou homocedasticidade), conclui-se que as variancias sdo homogéneas, e

o Teste de Shapiro-Wilk (normalidade), indicou que os erros se distribuiam
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normalmente, podendo realizar as analises de variancias (ANOVA) e o teste de
Tukey em nivel de 5% de significancia.

Na tabela 5 estdo apresentados os resultados da analise estatistica
para as porcentagens de degradagdo dos compostos aromaticos no solo

contaminado com 1% e 2% de B10 aos 75 dias para os diferentes tratamentos.

Tabela 5. Valores médios por porcentagem de degradacdo para a interacado entre % de
contaminacgdo de B10 no solo e o tratamento do solo aos 75 dias

% contaminagao de Tratamento do solo
B10 Controle | Autoclavado | Controle Cultivado
Camada Superior (0-10 cm) *
1 91,92 aB 94,36 aA 94,33 aA
2 91,97 aA 85,53 bB 90,21 bA
DMS colunas: 1,91 | DMS linhas: 2,32
CV%: 1,41
Camada Intermediaria (10-20 cm) *
1 92,33 aA 94,68 aA 93,50 aA
2 90,25 bA 83,78 bB 88,65 bA
DMS colunas: 2,02 | DMS linhas: 2,45
CV%: 1,50
Camada Inferior (20-30 cm) *
1 92,42 aA 93,86 aA 92,76 Aa
2 88,56 bA 82,19 bB 87,80 Ba
DMS colunas: 2,48 | DMS linhas: 3,01
CV%: 1,86

*Significativo a 5%; ns=n&o significativo; DMS= diferencia minima significativa; CV= coeficiente de
variagdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. As letras
minusculas indicam comparacao entre as porcentagens de contaminacdo e as maiusculas entre os
tratamentos (solos controle, autoclavado e cultivado).

Ao comparar as médias dos tratamentos contaminados com 1% de
B10 (Tabela 5), observa-se que nas trés camadas o solo controle apresentou uma
degradagao maior a 91%, o solo autoclavado maior a 93% e o solo cultivado maior a
92%. Meyer (2011) realizou um estudo sobre a degradacédo de BO e B20 em solos
sob a influéncia da atenuagdo natural e a bioaumentagdo, encontrando
porcentagens de degradacdo superiores a 90% de HTP, resultados comparaveis
com os obtidos neste trabalho. Ao comparar os tratamentos, s6 na camada superior
o solo controle foi significativamente inferior que o solo autoclavado e cultivado.

O anadlise estatistico nas trés camadas indicou que para
contaminagdo com 2% de biodiesel B10 o solo autoclavado foi estatisticamente
inferior que o solo controle e cultivado. A comparacdo entre os niveis de

contaminagao (1% e 2%) de B10 no solo, revelou que a degradagao foi favorecida
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para a menor porcentagem de contaminagdo em todos os tratamentos e camadas,
excepto o tratamento solo controle na camada superior.

Pena-Castro et al. (2006) sintetizaram as propostas de varios
autores e indicaram 3 hipoteses sobre o mecanismo pelo qual a planta aumenta a
degradacao dos Hidrocarbonetos Totais do Petréleo (HTP) no solo. A primeira é
conhecida como efeito rizosfera, que indica que a penetragdo radicular melhora as
propriedades quimicas e fisicas do solo mediante melhoria na aeragdo e na
liberacdo de secregcbes radiculares ricas em nutrientes. Isso favorece a
diversificagdo dos microorganismos, €, por conseguinte, 0 aumento da degradacgao.
A segunda diz que a simbiose entre planta e bactérias cria um ambiente adequado
para que os microrganismos degradadem os HTPs no solo. O terceiro estabelece
que a extracdo da agua para a parte aérea e a reversao do gradiente hidraulico
podem favorecer a degradagao ou imobilizagdo dos contaminantes nas raizes e na

parte aérea gracas as enzimas vegetais.

4.6 CONCLUSOES

Para os dois niveis de contaminagcdo do solo (1% e 2%) com
biodiesel B10 houve degradacado dos compostos aromaticos, decorrente de reagdes
fotoquimicas e bioquimicas (agdo dos microrganismos e/ou da Canavalia
ensiformis), desde o dia 15 até o dia 75, nas trés camadas do solo, superando na
maioria dos casos, a faixa de 90% de degradacéo.

A fitorremediagao usando Canavalia ensiformis € uma técnica viavel
para a degradacao de compostos aromaticos em areas contaminadas com biodiesel
B10.
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5 ARTIGO B: MONITORAMENTO DA FERTILIDADE DE UM SOLO
CONTAMINADO COM BIODIESEL B10 CULTIVADO COM Canavalia ensiformis

5.1 REsumo

A contaminagdo dos solos por combustiveis fésseis e biocombustiveis leva a
alteracdo das propriedades fisico-quimicas do solo, limitando seu uso para a
producdo agricola, residencial e lazer. Além disso, apresenta efeitos toxicos para
plantas, animais e humanos. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da
fitorremediacdo na fertilidade do solo contaminado com biodiesel B10. O
experimento foi realizado em casa de vegetagao, utilizando recipientes contendo 3,5
kg de um Latossolo Vermelho argiloso. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com 4 repeticdes. Foram testados 3 niveis de contaminagdao do solo
com biodiesel B10 nas concentragdes de 0%, 1% e 2% (m/m) e 3 tratamentos do
solo: controle, autoclavado e cultivado correspondendo a um fatorial 3x3 com cinco
épocas de avaliacdo 0, 15, 35, 55 e 75 dias apds da instalagdo do experimento. As
amostras de solo foram coletadas em trés camadas superior (0-10 cm), intermediaria
(10-20 cm) e inferior (20-30 cm). Foram avaliados os macronutrientes Ca, Mg, P e K,
e os micronutrientes Cu, Fe, Mn e Zn. Também foram avaliados o pH e os teores de
Al e Carbono Orgéanico Total (COT). Dos macronutrientes, o mais afetado foi o
fésforo, pois 0 aumento da porcentagem de contaminacgao, reduziu a disponibilidade
deste nutriente. Os micronutrientes ndo apresentaram um comportamento bem
definido. O aumento da contaminagdo do solo com B10 nao alterou
significativamente os teores trocaveis de Cu, mas, aumentou os teores de Mn e Fe,
e reduziu os de Zn. Os teores de COT e o pH do solo aumentaram com a

contaminagao do mesmo por B10.
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5.2 ABSTRACT

Soil contamination by fossil fuels and biofuels leads to changes in the physical and
chemical properties of the soil, limiting its use for agricultural, residential and leisure
production. In addition, it has toxic effects for plants, animals and humans. The
objective of this study was to evaluate the effects of phytoremediation on soil fertility
contaminated with B10 biodiesel. The experiment was carried out in greenhouse,
using containers containing 3.5 kg of a clayey Oxisol. The experimental design was
completely randomized with 4 replicates. Three levels of soil contamination with B10
biodiesel were tested at concentrations of 0%, 1% and 2% (m / m) and 3 treatments
of the soil: control, autoclaved and cultivated, corresponding to a factorial 3x3 with
five evaluation periods 0, 15, 35, 55 and 75 days after the installation of the
experiment. Soil samples were collected in three upper (0-10 cm), intermediate (10-
20 cm) and lower (20-30 cm) layers. The macronutrients Ca, Mg, P and K, and the
Cu, Fe, Mn and Zn micronutrients were evaluated. The pH and Al and Total Organic
Carbon (TOC) levels were also evaluated. Of the macronutrients, the most affected
was the phosphorus, because the increase of the percentage of contamination,
reduced the availability of this nutrient. Micronutrients did not show a well-defined
behavior. The increase in soil contamination with B10 did not significantly change the
Cu exchangeable contents, but increased the Mn and Fe contents, and reduced the

Zn contents. TOC levels and soil pH increased with B10 contamination.
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5.3 INTRODUGAO

Os derivados de petréleo sao a principal fonte de energia do mundo.
Contudo, durante a exploragao, producao, refino, transporte e armazenamento de
petroleo e produtos petroliferos, vazamentos e derramamentos acidentais ocorrem
regularmente (DAS; CHANDRAN, 2011).

Globalmente, mais de 45 milhdes de toneladas de petréleo bruto e
derivados (cerca de 2% da produgao anual) contaminam o ambiente. As perdas de
petréleo durante a produgdo e armazenamento chega a 5 milhdes de toneladas por
ano. Outros 8 milhdes sédo perdidos durante o processamento e transporte, dessa
quantidade, 3 milhdes atingem o solo (WYSZKOWSKI; SIVITSKAYA, 2012 apud
VINNIK; OVCHAROV, 2004).

Nos ultimos anos na regido de Londrina tem ocorrido varios
acidentes envolvendo a contaminagao de solo com 6leo diesel. A titulo de exemplo,
pode-se indicar que no dia 31 de margo de 2011, aconteceu um acidente na BR-369,
entre os municipios de Londrina e Cambé, em que um caminhdo-tanque tombou e
causou o derramamento de mais de 15 mil litros de 6leo diesel (ALMEIDA, 2011). No
dia 19 de Junho de 2012, na zona norte de Londrina, um vagéo se rompeu durante
uma manobra dentro do patio ferroviario, derramando cerca de 40 mil litros de dleo
diesel (KOMARCHESQUI, 2012). O ultimo acidente importante ocorreu no dia 17 de
dezembro de 2013, em que cerca de 25 mil litros de dleo diesel vazaram de um
caminhdo (trem) que tombou na PR-862, no Contorno Norte de Ibipora, o diesel
derramado contaminou uma area de cerca de 300 m? (GONGALVES, 2013).

O efeito da contaminagdo do solo com diesel, depende do tipo e
quantidade de d6leo derramado, da época do ano, do tipo de solo, e da espécie
vegetal e sua idade. Os solos contaminados com hidrocarbonetos, geralmente,
diminuem sua capacidade de campo e apresentam menores disponibilidades de
oxigénio e nutrientes. O nitrogénio € um dos nutrientes menos disponiveis no solo
contaminado com diesel gerando, assim, uma restricdo ao crecimento das plantas
(BONA et al., 2011).

Os métodos mais comuns para o tratamento de solo contaminado
com hidrocarbonetos sao os fisicos e quimicos, podendo se destacar: a dispersao,
diluicdo, sorcao, volatilizagdo, extragdo, utilizacdo de agentes tensoativos e
dispersantes e incineragdo. No entanto, algumas dessas técnicas implicam em

transferéncia de poluentes do ambiente terrestre para a atmosfera, sendo
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associados a efeitos ecotoxicolégicos (ADEKUNLE, 2011).

Dentre as técnicas de tratamento para solos contaminados com
compostos organicos, a fitorremediagdo apresenta grande potencial, por ser mais
econdmica e segura que os métodos fisicos ou quimicos convencionais (WANG et
al.,, 2010). Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos da

fitorremediacao na fertilidade do solo contaminado com biodiesel B10.
5.4 MATERIAL E METODOS

5.4.1 Analises Quimicas do Solo

Para a determinagdo dos macro e micronutrientes foram seguidas as
metodologias de extracdo e analises descritas em Pavan et al. (1992), realizando as
seguintes extragdes: Extracdo com KCI 1M, para determinacdo de Ca, Mg e Al.
Foram transferidos para erlenmeyer de 125 mL 10 g de amostra de terra fina seca
ao ar (TFSA) e 100 mL de KCI 1M, agitados durante 15 minutos em mesa agitadora
orbital (TECNAL TE-145) a 200 rpm, e deixado em repouso por 16 horas, para
obtencdo de um extrato limpido. Extragdo com solugdo de Mehlich-1 (mistura de
H>SO4 0,025N + HCI 0,05N), para determinagéo de P, K e micronutrientes (Cu, Fe,
Zn e Mn), foram transferidos 5 g de TFSA para erlenmeyer de 125 mL onde foi
adicionado 50 mL de solugéo extratora Melich-1, agitando em mesa agitadora orbital
(TECNAL TE-145) durante 5 minutos a 200 rpm, e deixado em repouso por 16

horas, para obtencdo de um extrato limpido.
5.4.1.1 Macronutrientes

5.4.1.1.1 Determinagéo de Ca** e Mg**

25 mL do sobrenadante (extrato) foram transferidos para erlenmeyer
de 125 mL, onde foi adicionado 4 mL de solu¢gdo tampdo pH 10 e 4 gotas do
indicador negro de eriocromo T e, posteriormente, titulado com solugdo de EDTA

0,025 N até a mudanca de coloragao de rosa para azul.

5.4.1.1.2 Determinacédo de Ca**
25 mL do sobrenadante (extrato) foram transferidos para erlenmeyer

de 125 mL, adicionado-se 4 mL do coquetel Ca** e 4 gotas do indicador calcon.
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Procedeu-se, entdo, a titulagdo com solugdo de EDTA 0,025N até a mudancga de

coloragao de rosa para roxo.

5.4.1.1.3 Determinagédo de K
20 mL do sobrenadante (extrato) foram transferidos para tubo de
ensaio e a leitura efetuada no fotémetro de chama Micronal B262 apoés calibragao do

equipamento com a solugao padrido de potassio.

5.4.1.1.4 Determinacéo de P

5 mL do sobrenadante (extrato) foram transferidos para tubo de
ensaio, onde foram adicionados 10 mL de solu¢gdo de STM (molibdato de aménio +
carbonato basico de bismuto) e 10 uL de solugdo de acido ascorbico (0,25 g A.
ascorbico em 5 mL de agua). Apés de 30 minutos foi efetuada a leitura no
espectrofotometro UV FEMTO 600 plus a 630 nm.

5.4.1.2 Micronutrientes

A determinacdo dos micronutrientes, Cu®**, Fe**, Mn** e Zn*", no
extrato Mehlich-1 foi realizada seguindo a metodologia descrita em EMBRAPA
(1997). Cerca de 10 mL do extrato foram transferidos para tubo de ensaio e os
microelementos foram determinados por Espectrofotometria de Absorgcao Atdmica
(EAA) em equipamento GBC 932 AA, devidamente calibrado.

5.4.1.3 Leitura de pH

As medidas de pH foram executadas, transferindo 10 g de TFSA
para enlenmeyer de 125 mL e adicionando 25 mL de solugao de CaCl, 0,01M.
Agitou-se durante 15 minutos a 200 rpm. Ap6s 30 minutos de repouso efetuou-se a

leitura em potenciémetro Oakon Acom Series (PAVAN et al., 1992).

5.4.1.4 Determinagao de Al trocavel (AI**)
O AP®* foi determinado por titulacdo. 10 mL do extrato foram
adicionados em erlenmeyer de 125 mL e, em seguida, foram adicionadas 4 gotas de

azul de bromotimol. A solucao foi titulada com NaOH 0,01N.



66

5.4.1.5 Determinacao de Carbono Organico Total (COT)

Para a determinacédo do carbono organico total (COT) pesou-se 0,5
g de TFSA em erlenmeyer de 250 mL, posteriormente foram adicionados 10 mL
K2Cro07 e 10 mL de H,SO4 e deixados em repouso por 30 minutos para permitir a
oxidagao do C. Apods esta etapa foram adicionados 50 mL de agua destilada, 3 mL
de H3PO4 e 0,5 mL do indicador de difenilamina. A solugéo foi titulada com FeSO4 1N

até a mudanca de cor marrom para verde escuro.

5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.5.1 Macronutrientes

No final do experimento (75 dias apds a instalagdo do experimento)
foram feitas analises quimicas para avaliagdo dos macronutrientes do solo e os
resultados para os diferentes tratamentos de solo nas trés camadas estao
apresentados na Tabela 6.

No caso do magnésio, foi observada interacao significativa entre os
fatores, taxa de contaminacgao e os tratamentos do solo nas camadas intermediaria e
inferior. Na camada intermediaria a interacao entre tratamentos sé foi significativa
para o solo contaminado com 2% de B10, sendo que o solo autoclavado e cultivado
nao diferiram entre si, mas somente quando comparado ao solo controle. A analise
entre porcentagens de contaminagao foi significativa para os solos autoclavado e
cultivado, sendo a contaminagdao com 2% superior em ambos os casos. Na camada
inferior, ao se comparar entre tratamentos, o solo sem contaminacdo e com 2% de
B10 foram estatisticamente diferentes, no primeiro caso a maior concentracéo de Mg
foi determinada para o solo controle e no segundo para o solo autolavado. O
resultado do presente estudo para contaminacao de solo com 2% de biodiesel B10 é
semelhante ao apresentado por Ekundayo, Emede, Osayande (2001) que
estudaram o crescimento do milho em solo contaminado com petréleo e observaram
que apods a contaminagao ha um aumento no teor de Mg no solo. Para o caso do
solo contaminado com 1% de biodiesel B10, ndo houve um comportamento bem
definido, resultados que contrariam aos apresentados por Osuagwu et al. (2013),
que avaliaram o desenvolvimento da Dioscorea bulbifera em solo contaminado com
petroleo em diferentes concentragdes, evidenciando uma redugao de 20% de Mg

para o solo contaminado.
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Para o calcio a interagdo entre os fatores, foi significativa
unicamente para a camada intermediaria. Na comparacédo entre os tratamentos, o
solo autoclavado sobressaiu para 0% (solo sem contaminagdo) e o solo controle
para o contaminado com 1% de B10. Para 2% né&o houve diferencas significativas.
Na comparacao entre os niveis de contaminagdo, o solo ndao contaminado foi
estatisticamente superior para os trés tratamentos. O resultado do presente estudo
difere do obtido Obire, Nwaubeta (2002) que avaliaram os efeitos nas propriedades
fisico-quimicas do solo contaminado com 5% de diesel e determinaram que houve
um aumento na concentragcdo desse cation apds a contaminagao.

Para o K*, nas trés camadas houve interacdo significativa entre os
dois fatores estudados. A camada superior e intermediaria apresentaram o mesmo
comportamento. Na analise entre fatores, o solo controle destacou-se para os trés
niveis de contaminacéao (0%, 1% e 2%). Na comparagao entre as porcentagens de
B10 apresentaram diferencas significativas o solo autoclavado e cultivado, sendo
que o solo ndo contaminado foi superior em relagdo ao primeiro e o contaminado
com 2% em relagdo ao segundo. Estes resultados n&o apresentaram
comportamento bem definido, e sao diferentes aos apresentados por Wyszkowski,
Sivitskaya (2012) que reportam um aumento proporcional do teor de K ao aumentar
o nivel de contaminacao do solo por 6leo combustivel.

Os resultados apresentados em publicagcbes sobre o comportamento
do fosforo em solos contaminados com combustiveis fosseis ndo sdo homogéneos,
reportando diminuigdo (CARAVACA; ROLDAN, 2003; OBIRE; NWAUBETA, 2002;
OSUAGWU et al., 2013), aumento (EKUNDAYO; EMEDE; OSAYANDE, 2001), ou
variacdes nao significativas (WYSZKOWSKI; SIVITSKAYA, 2012). No presente
trabalho, as analises indicaram que houve variagcdes significativas para a camada
intermediaria e inferior. Na camada intermediaria, o solo cultivado apresentou os
menores teores quando comparado com os outros dois tratamentos, que nao
diferiam entre si. Na camada inferior, o comportamento foi muito similar ao obtido na
camada de 10-20 cm, mas, no caso do solo contaminado com 1% de B10 as
diferencas n&o foram significativas. Além disso, nas trés camadas a disponibilidade

de P no solo diminuiu com o aumento da concentragcédo de B10.
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Tabela 6 — Valores médios dos macronutrientes do solo no final do experimento de fitorremediacdo de solo contaminado com biodiesel B10
usando Canavalia ensiformis

Camada Superior (0-10cm)

Camada Intermediaria (10-20cm)

Camada Inferior (20-30cm)

0,
contz/:r:i(:lagé Solo Solo Sqlo Solo Solo So_lo Solo Solo Sqlo
o de B10 Control Autoclavad Cultivad | Control Autoclavad Cultivad | Control Autoclavad Cultivad
e o o e o o e o o
Mg
0 1,64 1,57 1,47 1,27 aA 0,92 bA 1,31 bA 1,83 aA 0,90 bB 1,00 aB
1 1,65 0,96 1,23 0,90 aA 1,09 bA 1,13 bA 1,33 aA 1,25 bA 1,29 aA
2 1,37 1,72 1,60 1,32 aB 1,80 aA 1,84 aA 1,61 aB 2,22 aA 1,58 aB
CV%: 24,38 CV%: 18,05 CV%: 23,05
Ca
0 5,77 5,75 5,50 5,87aAB 6,05 aA 5,67 aB 5,92 5,92 5,75
1 5,57 5,65 5,59 6,02 aA 5,50 bB 5,42 abB 5,65 5,38 5,51
2 5,61 5,35 5,52 5,33 bA 5,12 cA 5,32 bA 5,17 5,09 5,21
CV%: 3,83 CV%: 3,26 CV%: 3,40
K
0 1,14 aA 0,92 aB 0,67 bC 1,19 aA 0,97 aB 0,86 bB 1,30 aA 0,99 aB 0,90 bB
1 0,97 aA 0,82 abAB 0,70 bB 1,04 aA 0,89 abAB 0,83 bB 1,10 bA 0,91 aA 0,92 bA
2 1,09 aA 0,71 bB 1,02 aA 1,17 aA 0,75 bB 1,14 aA | 1,19 abA 0,70 bB 1,18 aA
CV%: 12,53 CV%: 10,01 CV%: 10,88
P
0 5,03 4,71 3,27 4,99 aA 4,94 aA 2,74 aB 5,02 aA 4,86 aA 2,79 aB
1 3,70 3,83 2,73 3,39 bA 3,31 bA 2,36 aB 2,65 bA 2,74 bA 2,53 aA
2 2,93 3,55 1,81 2,37 cA 2,60 cA 1,37 bB | 1,71bAB 2,46 bA 1,23 bB
CV%: 13,75 CV%: 12,06 CV%: 23,45

Mg, Ca e K em cmol.kg"; P em mg kg™'. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. As letras minusculas indicam a
comparagao entre as porcentagens de contaminagao e as maiusculas entre os tratamentos (solos controle, autoclavado e cultivado). A auséncia de letras
indica que a interacdo entre os fatores nao foi significativa.
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5.5.2 MICRONUTRIENTES

Na tabela 7 estdo os valores médios dos micronutrientes do solo no
final do experimento de fitorremediagdo de solo contaminado com biodiesel B10
usando Canavalia ensiformis. Os resultados indicam que a interagcao entre os fatores
para cobre e ferro ndo foram significativos em nenhuma das tres camadas, e para o
Zn e Mn, foi significativa unicamente a camada superior.

Ao comparar os tratamentos (letras maiusculas na tabela 7), o
manganés na camada superior, apresentou diferengas unicamente para 2% de B10
no solo, encontrando-se que o menor teor foi para o solo controle. Na comparagao
entre concentracbes de B10 (letras minusculas), houve diferengcas para solo
autoclavado e cultivado, sendo que nos dois tratamentos o solo com 2% foi
significativamente superior. Ao comparar as médias, na camada intermediaria e
inferior, o solo com 2% de B10 teve a maior quantidade de Mn.

Ao comparar as médias em todos os tratamentos, nas trés camadas,
(exceto no solo controle na camada intermediaria), a concentragdo de Zn no solo
apresentou um comportamento inversamente proporcional, ou seja, aumentando-se
a concentracdo de B10 reduz-se a de Zn. As interagdes na camada superior foram
significativas e, ao comparar os tratamentos, o solo cultivado foi inferior para o solo
nao contaminado, diminuicdo que pode estar associada a absor¢ao deste metal pela
planta. Para 1 e 2% os valores indicaram que o solo autoclavado apresentou os
menores teores de Zn no solo.

Os resultados para Fe, Mn e Zn, apresentados no presente trabalho
sdo semelhantes aos reportados por Pavanelli (2007), que avaliou a disponibilidade
dos micronutrientes em solo contaminado com petréleo, determinando que o teor de
Fe, Mn e Zn, nao apresentou diferengas significativas na presenca do contaminante.
No caso do Cu, o aumento da concentragdo de petréleo no solo, diminuiu

significativamente o teor de Cu trocavel.
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Tabela 7 — Valores médios dos micronutrientes do solo no final do tratamento de fitorremediacdo de solo contaminado com biodiesel B10

usando Canavalia ensiformis

% de Camada Superior (0-10cm) Camada Intermediaria (10-20cm) Camada Inferior (20-30cm)
contaminagao Solo Solo Solo Solo Solo Solo Solo Solo Solo
de B10 Controle  Autoclavado Cultivado | Controle Autoclavado Cultivado | Controle Autoclavado Cultivado
Mn
0 226,25 aA 236,75 bA 185,00 bA 181,00 218,00 202,00 238,75 230,75 212,00
1 182,00 aA 225,75 bA 209,50 bA 171,50 201,25 265,50 253,75 298,50 354,50
2 208,25 aB 424,75 aA 424,75 aA 387,75 593,00 567,00 487,00 613,25 529,00
CV%: 29,82 CV%: 16,23 CV%: 21,18
Fe
0 54,64 57,86 82,38 57,74 57,25 104,52 79,10 53,85 100,82
1 56,23 65,04 101,12 62,92 87,28 148,68 125,93 164,02 165,04
2 126,26 152,44 225,98 186,12 261,46 255,82 255,51 330,94 266,32
CV%: 41,67 CV%: 36,93 CV%: 32,79
Zn
0 4,17 aA 3,08 aB 3,23 aB 3,96 2,69 3,29 4,22 2,86 3,29
1 2,86 bA 2,04 bB 2,48 bAB 2,80 2,10 2,55 3,02 1,91 2,61
2 2,28 cA 1,56 cB 2,38 bA 2,84 1,26 2,21 2,66 1,40 2,12
CV%: 10,24 CV%: 12,33 CV%: 16,91
Cu
0 16,90 15,83 15,22 16,78 14,74 16,25 18,07 14,88 16,21
1 13,41 12,90 13,78 13,54 14,24 15,72 16,78 16,36 18,28
2 14,10 15,09 16,54 16,72 16,05 18,07 18,29 18,92 19,68
CV%: 10,11 CV%: 13,53 CV%: 16,17

Mn, Fe, Zn e Cu em cmol, kg'1. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. As letras minusculas indicam a
comparagao entre as porcentagens de contaminagao e as maiusculas entre os tratamentos (solos controle, autoclavado e cultivado). A auséncia de letras
indica que a interagdo entre os fatores nao foi significativa.
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5.5.3 pH

Os resultados da variacdo do pH sao apresentados na tabela 8. S6
na camada intermediaria (10-20 cm) as interacdes entre fatores porcentagem de
contaminagao e tratamentos, foram significativas. A comparagao entre tratamentos
mostrou que somente para o solo sem contaminacao (0%) a autoclavagem foi
inferior aos outros dois tratamentos, na comparagao entre os niveis de contaminagao
de B10, sendo o solo contaminado com 2% superior. Nas trés camadas e em todos
os tratamentos, o aumento de concentragdo de biodiesel B10 aumentou também o
valor do pH do solo.

Internacionalmente, adota-se a faixa de pH entre 6.0 — 6.5 como a
mais adequada para o desenvolvimento da maioria das culturas (Figura 23). No
Brasil, a faixa ideal esta entre 5,7 — 6,0 (NOVAIS et al., 2007). Os resultados do
presente trabalho indicam que o pH dos solos ndo contaminados em todos os
tratamentos e camadas variou de 4,88 a 5,37 podendo classifica-los como muito
acidos, estando ligeiramente abaixo do nivel ideal. Nessa faixa de pH ha uma maior
disponibilidade de micronutrientes (exceto o B) e de aluminio (NOVAIS et al., 2007),
entretanto pode ocorrer reducéo dos teores de macronutrientes Ca, Mg, K, N, S e P.
Ao comparar os resultados, e levando em consideragao que o aumento da taxa de
contaminagdo com B10, aumentou o pH do solo, deveria ocorrer aumentos nos
teores de P disponivel, mas experimentalmente ocorreu diminuigdo. O Ca, Mg e K,
tiveram comportamentos oscilantes, mas dentro da considerada adequada. Os
micronutrientes apresentaram comportamentos desuniformes, uma vez que, as
concentragbes de Mn e Fe aumentaram com as taxas de contaminagdo com B10,
em quanto o Zn diminuiu e o Cu ndo apresentou uma tendéncia definida.

Os resultados obtidos para o pH do solo no presente trabalho
assemelham-se aos apresentados por Andrade (2007), Pavanelli (2007) e Osuagwu
et al. (2013).
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Tabela 8 — Valores médios de carbono organico total (COT) e pH do solo no final do tratamento de fitorremediacdo de solo contaminado com
biodiesel B10 usando Canavalia ensiformis

% de Camada Superior (0-10cm) Camada Intermediaria (10-20cm) Camada Inferior (20-30cm)
contaminagao Solo Solo Solo C. Solo Solo Solo C. Solo Solo Solo C.
de B10 Controle Autoclavado Plantado | Controle Autoclavado Plantado Controle Autoclavado Plantado
COT
0 1,69 1,90 1,67 1,48 1,88 1,85 1,79 cA 1,71 cA 1,73 cA
1 2,43 2,24 2,45 2,20 2,31 2,57 2,29 bB 2,41 bB 2,74 bA
2 3,15 3,03 3,27 3,01 3,01 3,11 3,13 aA 3,11 aA 3,25 aA
CV%: 7,46 CV%: 11,15 CV%: 6,08
pH
0 5,37 5,14 5,37 5,23 bA 4,88 cB 5,28 bA 5,20 5,09 5,36
1 5,52 5,56 5,55 5,46 abA 5,30 bA 5,44 bA 5,43 5,38 5,60
2 5,70 5,77 5,78 5,71 aA 5,92 aA 5,87 aA 5,78 6,02 5,95
CV%: 2,35 CV%: 2,60 CV%: 2,39

COT em % e pH em solugédo de CaCl,. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. As letras minusculas indicam a
comparagao entre as porcentagens de contaminagcdo e as mailsculas entre os tratamentos (solos controle, autoclavado e cultivado). A auséncia de letras
indica que a interag&o entre os fatores nao foi significativa.
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Figura 23 — Disponibilidade de nutrientes e de Al
de acordo com o pH do solo
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5.5.4 Carbono organico total (COT)

Na camada superior e intermediaria as interagdes entre tipo de solo
e % de contaminagdo de B10 nao foram significativas (p>0,05) para COT. Na
camada inferior, os resultados para os tratamentos sem contaminagdo (0%) e
contaminado com 2% nao mostraram diferencas significativas, mas, para o solo
autoclavado destacou-se o solo cultivado (Tabela 6).

A adicao de biodiesel B10 no solo incrementou o teor de C para
todas as camadas e tratamentos de solo. Efeito que se justifica em razdo do
biodiesel B10 apresentar cerca de 90% de sua composicao como hidrocarbonetos
alifaticos e aromaticos. Resultados que assemelham-se aos encontrados por
Ekundayo, Emede e Osayande (2001) para solo contaminado com petréleo e
cultivado com milho. Wyszkowski e Sivitskaya (2012), avaliaram as mudangas no
conteudo de carbono organico para solos contaminados com varias concentragdes
de 6leo combustivel, determinando que houve uma correlagdo positiva (r?=0,97)

entre a taxa de contaminagao e o C organico do solo.
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5.6 CONCLUSOES

A contaminacdo de biodiesel B10 no solo influenciou na sua
fertilidade.

Entre os macronutrientes, o mais afetado foi o fdosforo, cuja
disponibilidade diminuiu com o aumento da porcentagem de contaminagao.

O aumento da contaminacdo do solo por B10 n&o alterou
significativamente os teores trocaveis de Cu, mas, aumentou os teores de Mn e Fe,
e reduziu os teores de Zn.

O teor de C organico total e o pH do solo aumentaram com a

contaminacgao de biodiesel B10.
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6. ARTIGO C: DESENVOLVIMENTO DA Canavalia ensiformis EM SOLO
CONTAMINADO ARTIFICIALMENTE COM BIODIESEL B10.

6.1 REsumo

O biodiesel B10 € uma complexa mistura de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos,
além de ésteres de acidos graxos de cadeias longas, e em elevadas concentragdes
tem efeito toxico para as plantas. Porém, em concentragbes baixas, pode ser
tolerado e inclusive degradado no solo por diversas maneiras como fotodegradacéo,
biorremediagao e fitorremediacdo. O presente estudo teve como obijetivo verificar o
efeito de contaminagdo de solo com biodiesel B10 na nutrigdo, crescimento e
producado de biomassa da Canavalia ensiformis. O experimento foi realizado em
casa de vegetacao (departamento de agronomia, UEL, Londrina, PR), utilizando
recipientes contendo 3,5 kg de um Latossolo Vermelho argiloso. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com 4 repeticdes. Foram testados 3 niveis
de contaminagao do solo com biodiesel B10 nas concentragdes de 0%, 1% e 2%
(m/m) com trés épocas de avaliagao 20, 40 e 60 dias apds da semeadura. As
variaveis avaliadas foram: teores foliares dos macronutrientes Ca, Mg, K, P e N e
teores foliares dos micronutrientes Cu, Fe, Zn e Mn. Além disso, avaliou-se também
a producado de biomassa seca aérea e radicular, altura, numero de folhas e area
foliar. Nos parametros biométricos, foi observado reducéo significativa na producao
de biomassa seca da parte aérea e das raizes, altura das plantas, numero de folhas
e area foliar nos solos contaminados com 1% e 2% de B10. Quanto a nutricdo da
Canavalia ensiformis foi afetada significativamente pela contaminagdo do solo com

B10, reduzindo a absorcéo de P, K e Zn.
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6.2 ABSTRACT

B10 biodiesel is a complex blend of aliphatic and aromatic hydrocarbons as well as
long chain fatty acid esters, and at high concentrations has a toxic effect on plants.
However, in low concentrations, it can be tolerated and even degraded in the soil by
several ways such as photodegradation, bioremediation and phytoremediation. The
present study had as objective to verify the effect of contamination of soil with B10
biodiesel in the nutrition, growth and biomass production of Canavalia ensiformis.
The experiment was carried out in a greenhouse (Department of Agronomy, UEL,
Londrina, PR), using containers containing 3.5 kg of a clayey Oxisol. The
experimental design was completely randomized with 4 replicates. Three levels of
soil contamination with B10 biodiesel were tested at concentrations of 0%, 1% and
2% (m / m) with three evaluation periods at 20, 40 and 60 days after sowing. The
evaluated variables were: leaf contents of the macronutrients Ca, Mg, K, P and N and
foliar contents of the Cu, Fe, Zn and Mn micronutrients. In addition, aerial and root
dry biomass production, height, number of leaves and leaf area were also evaluated.
In the biometric parameters, a significant reduction in dry biomass production of
shoots and roots, plant height, number of leaves and leaf area in soil contaminated
with 1% and 2% of B10 was observed. Nutrition of Canavalia ensiformis was
significantly affected by soil contamination with B10, reducing the absorption of P, K

and Zn.
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6.3.INTRODUGCAO

Os combustiveis derivados de petroleo sdo uma das fontes mais
importantes de energia na vida moderna. Devido ao volume produzido diariamente,
estes ocupam um lugar de destaque dentre os compostos organicos contaminantes
do solo (ACCIOLY; SIQUEIRA, 2000). Nos ultimos anos, tem-se adotado a mistura
de diesel de origem féssil com biodiesel, em diferentes propor¢cbes que variam de
2% a 50%. Acredita-se que esta medida seja ambientalmente favoravel, ndo sé para
reducao da emissao de gases de efeito estufa e material particulado, mas, também,
por favorecer a degradacgao dos seus componentes (TAYLOR; JONES, 2001).

Para Sangabriel et al. (2006) os hidrocarbonetos provocam efeitos
negativos nas plantas de dois tipos: (a) pelo contato direto, gerando a desintegragao
da membrana das células e a morte da mesma, diminuindo o intercdmbio gasoso, e
inibindo a germinacdo da semente; e, (b) pela alteracdo das propiedades fisicas,
quimicas e biologicas do solo.

Existem varios trabalhos que relatam baixo desenvolvimento das
plantas em solos contaminados com hidrocarbonetos, tais como, redugédo da area
foliar, da producdo de biomassa, alteracdo no formato e divisdo das células das
raizes, dentre outras. Mas, também existem registros de maior comprimento e maior
ramificacéo radicular (BONA et al., 2011).

Segundo Aguiar et al. (2012), existem varios grupos de plantas com
potencial para fitorremediar solos contaminados com hidrocarbonetos, entre essas
estdo as gramineas, leguminosas, hortalicas, espécies de porte arbéreo, e diversas
outras monocotiledéneas e dicotiledoneas.

As leguminosas geralmente apresentam sistema radicular pouco
ramificado, mas profundo, o que permite a sua atuagcdo sobre contaminantes nas
camadas mais profundas do solo (KIRK et al., 2002), este tipo de planta vive em
simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio conhecidas como rizébios, formando
nddulos nas raizes, que absorvem o nitrogénio do ar, permitindo assim que as
bactérias sintetizem substancias nitrogenadas que posteriormente serdo utilizadas
pela planta, em compensagao a planta fornece acgucares e outros compostos
organicos as bactérias (KERBAUY, 2004).

O presente estudo teve como objetivo verificar o efeito de
contaminagao de solo com biodiesel B10 na nutricdo, crescimento e produgao de

biomassa da Canavalia ensiformis.
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6.4 MATERIAL E METODOS

6.4.1 Delineamento Experimental

O delineamento estatistico empregado foi o inteiramente casualizado
com 4 repeticdes. Foram testados 3 niveis de contaminagcdo do solo com biodiesel
B10 nas concentragdes de 0%, 1% e 2% (m/m) com trés épocas de avaliagao 20, 40
e 60 dias apdés da semeadura. Os recipientes foram trocados de posicao
aleatoriamente a cada 15 dias para evitar efeitos permanentes das condi¢cdes
ambientais do local, como luz, sombra, correntes de ar e outras que pudessem

induzir variagées néo controladas.

6.4.2 Desenvolvimento do Experimento

Inicialmente, apds a montagem do experimento, para a evaporagao
dos compostos mais volateis, os recipientes, devidamente preenchidos,
permaneceram na casa de vegetacdo por um periodo de 15 dias mantidos com
umidade equivalente a 70-80% da capacidade maxima de retencédo de agua do solo.
Completados os 15 dias, as sementes de Canavalia ensiformis (L.) D.C. (feijao-de-
porco), previamente desinfetadas com hipoclorito de s6dio comercial a 1% por 5
minutos e lavadas com agua destilada, foram semeadas. Apdés a semeadura, o
experimento foi conduzido por 60 dias, mantendo-se a umidade do solo mediante
reposi¢ao diaria de agua evapotranspirada. Em cada época de avaliagdo as plantas
foram colhidas, separando-se a parte aérea das raizes, e secas a 55°C em estufa
com circulacao e renovagao de ar (MARCONi MA 035) até massa constante (SILVA
et al., 2002) e, pesadas para obtengado da biomassa seca. As folhas foram trituradas
em Micro Moinho Tipo Willye Tecnal - TE648, passadas em peneira de abertura de 1

mm de malha, homogeneizadas e armazenadas para analise.

6.4.3 Avaliagoes Biométricas

6.4.3.1 Producao de biomassa seca aérea

Em cada época avaliada a parte aérea da planta foi cortada a altura
do solo, em seguida lavada com agua corrente, agua deionizada, seca em estufa
com circulacao e renovagao de ar (MARCONi MA 035) a 55°C, até massa constante
(CARNEIRO; REISSMANN; MARQUES, 2006), e, pesada.
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6.4.3.2 Producgao de biomassa seca radicular

As raizes foram coletadas dos recipientes e lavadas com agua de
torneira com ajuda de uma peneira de 1 mm de abertura. Uma vez lavadas foram
secas em estufa com circulagao e renovacao de ar (MARCONi MA 035) a 55°C até

massa constante, e, determinada a massa seca.

6.4.3.3 Altura da planta e numero de folhas
A altura da planta foi medida com o uso de uma régua milimétrica. A

determinagao do numero de folhas foi feita por contagem.

6.4.3.4 Area foliar
As medidas de area foliar foram feitas utilizando equipamento Area
meter — SR n° LAM 1018. Model L. | 3.100 —, Licor — USA, passando individualmente

cada folha.

6.4.4 Analises Quimicas dos Tecidos Vegetais

As anadlises foram realizadas seguindo a metodologia descrita por
Myazawa et al. (2009). Para determinagdo dos macronutrientes K, Ca, Mg e P e dos
micronutrientes Cu, Fe, Mn e Zn foi realizada digestao nitro-perclorica mediante a
transferéncia de 0,50 g de matéria seca para tubo de digestdo. Adicionou-se em
seguida 6,0 mL da solugao digestora preparada pela mistura de 800 mL de HNO;
(65%) com 200 mL de HCIO4 (72%). Os tubos foram colocados em bloco digestor,
com temperatura inicial de 50°C, aumentada gradativamente até atingir 160°C e
deixados nessa temperatura até que nao houvesse mais desprendimento de NO..
Entdo, a temperatura foi aumentada para 210°C e deixada constante até que
iniciasse o desprendimento de gas branco indicando o final da digestdo. Depois o
extrato foi transferido quantitativamente para baldao volumétrico de 50 mL e

completado o volume com agua destilada.
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6.4.4.1 Macronutrientes

6.4.4.1.1 Determinagdo de Ca’* e Mg**

Para andlise de Ca e de Mg foi adicionado a um tubo de ensaio 0,1
mL do digerido e 4,9 mL de solugdao de oxido de lantanio. Apos agitacéo, a
determinacao de cada elemento foi feita por espectroscopia de absorgao atdmica de

chama em equipamento GBC 932 AA.

6.4.4.1.2 Determinagdo de K
A determinacao de K foi realizado adicionado-se a um tubo de
ensaio 1,0 mL do digerido e 9,0 mL de solug¢ao de acido perclérico, apds agitacédo da

mistura o K determinado por fotometria de chama em fotdbmetro Micronal B262.

6.4.4.1.3 Determinagéo de P

Para determinacdo do P, foi transferido 5,0 mL do digerido para
tubos de ensaio, adicionando-se em seguida 10,0 mL de solugdo STM (molibdato de
amonio + carbonato basico de bismuto) e 10,0 yL solugéo de acido ascorbico 5%.
Apods 30 minutos foi efetuada a leitura no espectrofotdbmetro UV FEMTO 600 plus a

630 nm, devidamente calibrado.

6.4.4.1.4 Determinagdo de S

Em erlenmeyer de 125 mL foram adicionados 10,0 mL do digerido,
adicionando-se 1,0 mL de HCI 6N (contendo 20 ppm de S). Posteriormente,
acrescentou-se 500 mg de cristais de BaCl, 2H,0O e deixou-se em repouso por 1
minuto. Apds, procedeu-se a agitacdo manual por 30 segundos e imediatamente

procedeu-se a leitura no espectrofotémetro UV-VIS a 420 nm.

6.4.4.1.5 Determinagdo de N

Foram transferidos 0,1 g da matéria seca para tubos digestores,
adicionando-se em seguida 7 mL de mistura digestora (175 mL de agua destilada,
547 g de Na;Se03.5H,O0 ou 3,6 g de NaySeOs;; 21,39 g de ou 48,5 g de
NayS04.10 H20; 4,0 g de CuS04.5H,0 e 200 mL de H,SO4 concentrado). Os tubos
foram colocados em bloco digestor, e em seguida aquecido gradualmente (40°C a

cada 30 minutos) até a temperatura de 350°C, mantendo-se esta temperatura até
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que o digerido se tornasse translucido com coloragao esverdeada. Posteriormente, o
digerido foi submetido a destilagao (destilador micro Kjeldahl) recebendo o destilado
uma mistura de acido borico + indicador misto (20 g de acido bdrico em 1 L de agua
destilada + 20 de mL solucdo alcodlica de verde de bromocresol a 0,1% e 6 mL de
solugdo alcodlica de vermelho de metila a 0,1%). Posteriormente, o destilado foi
titulado com uma solugédo de H,SO4 0,05 N. Com base no consumo do acido
sulfurico calculou-se o teor de nitrogénio foliar (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA,
1997).

6.4.4.2 Micronutrientes

Para a determinagdo dos micronutrientes Cu®*, Fe**, Mn** e Zn**, no
tecido vegetal, 5 mL do digerido foi transferido para tubo de ensaio e efetuada a
leitura por Espectrofotometria de Absor¢cao Atémica em equipamento GBC 932 AA,

calibrado.

6.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.5.1 Avaliagoes Biométricas

6.5.1.1 Producao de biomassa seca aérea

Para todas as épocas de avaliagdo, a produgcdo de biomassa
apresentou diferengas significativas (p<0,05) entre os tratamentos, sendo sempre
superior no solo nao contaminado. Nos solos contaminados com 1% e 2% de B10
nao foram observadas diferengas significativas, para nenhuma das épocas de

avaliagao (Figura 24).
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Figura 24 — Producado de biomassa seca da parte aérea da Canavalia
ensiformis cultivada em solo sem contaminagédo e contaminado com
1% e 2% de B10 durante 60 dias
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Médias seguidas pela mesma letra para cada época de avaliagdo nos
diferentes tratamentos nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Na avaliacao final feita aos 60 dias da semeadura, nos solos
contaminados com 1% e 2% de B10 as redugdes na producado de biomassa foram
de 78.12% e 90,82% respectivamente, resultados que se assemelham aos
encontrados por Redondo-Gémez, Petenello e Feldman (2014) que avaliaram a
tolerancia de Spartina argentinensis em solos contaminados com diesel. Os autores
relatam reducao de 65%, 89% e 92% para solos contaminados com 1%, 2% e 3%,
respectivamente. Muratova et al. (2012) avaliaram a capacidade fitorremediadora de
diversas plantas do género Poaceae e Fabaceae para remediar solos contaminados
com 1% de diesel de petrdleo, encontrando reducdo na producdo de biomassa
aérea entre 63%-97%.

A Figura 25 apresenta uma fotografia representando a producéo de
biomassa seca da Canavalia ensiformis, 40 dias apds a semeadura para solo sem

contaminacgao e contaminado com 1% e 2% de B10.
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Figura 25 — llustragdo da producdo de biomassa aérea da Canavalia
ensiformis no dia 40 para o solo sem contaminag¢ao e contaminado com
1% e 2% de biodiesel B10

Fonte: o proprio autor

Diversos autores tém relatado que os hidrocarbonetos afetam
negativamente o crescimento da planta (ADAM, DUNCAN, 2003; FERRERA-
CERRATO et al., 2007; VOUILLAMOZ, MILKE, 2001). Esse efeito negativo pode ser
atribuido a varios fatores: 1) a contaminagdo do solo pelo dleo diesel provoca
condigdes anaerdbias e hidréfobas, reduzindo a absorgdo dos nutrientes e o
desenvolvimento das raizes (KIRK et al., 2005; VWIOKO; FASHEMI, 2005), e, o
estresse do sistema radicular pode diminuir o crescimento da parte aérea afetando a
producao de biomassa (AGUIAR et al., 2012). 2) a diminuigdo do teor de N e P no
solo, (no caso do N, pelo aumento da imobilizacdo desse nutriente pelos
microrganismos) (BARAN; BIELINSKA; WOJEIKOWSKA-KAPUSTA, 2002). 3) os
hidrocarbonetos de baixo peso molecular e os aromaticos causam um efeito
fitotdxico nas plantas (CHAINEAU; MOREL; OUDOT, 1997).

6.5.1.2 Produc¢ao de biomassa radicular
Os resultados da produgdo de biomassa seca radicular para os

diferentes tratamentos estao apresentados na Figura 26.
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Figura 26 — Produgdo de biomassa seca radicular da Canavalia
ensiformis cultivada em solo sem contaminagado e contaminado com
1% e 2% de B10 durante 60 dias.
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Médias seguidas pela mesma letra para cada época de avaliagéo nos
diferentes tratamentos nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

De acordo com a figura 26 observa-se diferengas significativas
(p<0,05) nas trés épocas de avaliacdo. Na avaliagdo feita aos 20 dias apds a
semeadura, nao foram observadas diferencas significativas para produgao de
materia seca radicular entre solos ndo contaminados e cotaminados com 1% de
biodiesel B10, mas, foram superiores em relacdo ao solo contaminado com 2%. Na
avaliagao feita aos 40 dias apds a semeadura, a producao de biomassa radicular no
solo sem contaminado de B10 foi estatisticamente superior em relacdo o solo
contaminado com concentragdes de 1% e 2% de B10, entre os solos contaminados
nao foram observadas diferengas significativas. Na avaliagéo final feita aos 60 dias
apos a semeadura, o tratamento sem contaminagao foi significativamente superior,
para o solo contaminado com 1% de B10 a biomassa radicular diminuiu 48,70% e
para 2% 85,57%. Esses resultados sdo comparaveis com os determinados por
Ferrera-Cerrato et al. (2007), que verificaram diminuicao da produgao de biomassa
radicular de 66% durante o cultivo de Phaseolus coccineus em solos contaminados
com 6leo combustivel (50000 mg kg™'). Os resultados do presente estudo também
sdo semelhantes aos apresentados por Muratova et al. (2012), que observou
diminuicdo da biomassa radicular entre 26% e 90% para oito espécies vegetais do

género Poaceae e Fabaceae cultivadas em solos contaminados com 1% de diesel.
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Chen et al. (2013), encontraram que para solos contaminados com
2000 mg kg™ e 4000 mg kg™ de diesel (0,2% e 0,4%) o comprimento total das raizes
da Acorus tatarinowii diminuiu 47% e 84.2%, respectivamente.

As raizes das plantas desempenham um papel importante na
remogao de hidrocarbonetos de petréleo no solo. O incremento radicular pode
aumentar o volume da rizosfera, aumentando o numero de microrganismos que
promovem a degradagao dos contaminates (CHEN et al., 2013).

Na Figura 27 esta apresentada a produg¢do de biomassa radicular

nos tratamentos segundo a profundidade.

Figura 27 - llustragcdo da produgdo de biomassa radicular da Canavalia
ensiformis cultivada em solo sem contaminagéo e contaminado com 1% e 2% de
biodiesel B10
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Fonte: o proprio autor

6.5.1.3 Altura

Foram observadas diferengas significativas para a altura da
Canavalia ensiformis, em solos sem contaminagao (0%) e contaminados com 1% e
2% de B10 para todas as épocas de avaliagdo (Figura 28). No solo sem
contaminagao ocorreu maior crescimento da planta. Na avaliacio feitas aos 40 e 60
dias apoOs a semeadura, os tratamentos 1% e 2% nao diferem estatisticamente entre

si, mas, sao menores em relacdo ao solo ndo contaminado. No final do experimento
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(60 dias apds a semeadura) a redugdo da altura da planta foi de 59,12% e de

89,79% nos solos contaminados com 1% e 2% de biodiesel B10 respetivamente.

Figura 28 — Altura da Canavalia ensiformis cultivada em solo sem
contaminagao e contaminados com 1% e 2% de B10 durante 60 dias
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Médias seguidas pela mesma letra para cada época de avaliagdo nos
diferentes tratamento n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Os resultados obtidos no presente estudo sdo equivalentes aqueles

apresentados por Sangabriel et al. (2006), que observaram que a altura de 4

especies vegetais semeadas em solo contaminado com 6leo combustivel (50000 mg

kg™") foi reduzida entre 10.6% e 37.5%. Porem, os resultados de altura da planta

diferem aos encontrados por Ramirez e Dussan (2014) que avaliaram a

fitorremediacdo de lodos contaminados com petroleo usando Canavalia ensiformis,

chegando a conclusdo que nado houve diferengas significativas na altura da planta

para os diferntes tratamentos.

Na Figura 29 pode-se observar a variagédo do comprimento da parte

aérea na época final de avaliagao do experimento (dia 60 apés a semeadura) para

solos sem contaminagao e contaminado com 1% e 2% de biodiesel B10.
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Figura 29 — llustracédo da altura da Canavalia ensiformis
cultivada para o solo sem contaminagdo e contaminado
com 1% e 2% de biodiesel B10 aos 60 dias apos a
semeadura

Fonte: o proprio autor

6.5.1.4 Numero de folhas

A variagcdo do numero de folhas nas plantas cultivadas foi
estatisticamente significativo nas diferentes taxas de contaminag¢ao do solo com B10,
independentemente da época de avaliagao. Na avaliagao feita aos 40 e 60 dias apds
a semeadura, o numero de folhas das plantas cultivadas sem presenga do
contaminante (0%) foi maior em relagdo aos outros dois tratamentos, que nao
diferiam entre si (Figura 30). Ao final do experimento, a reducao do numero de folhas
para o solo contaminado com 1% de biodiesel B10 foi de 50,85% e para 2% de
71,42%. Os resultados do presente trabalho sdo analogos aos apresentados por
Osuagwu et al. (2013), que avaliaram o efeito da contaminagao do solo por petréleo
nos parametros de crescimento da Dioscorea bulbifera. Os autores observaram que
conforme aumentava a concentracdo de petrdleo no solo, diminuia o numero de

folhas.
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Figura 30 — Numero de folhas da Canavalia ensiformis cultivada em
solos sem contaminagao e contaminados com 1% e 2% de B10
durante 60 dias
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Médias seguidas pela mesma letra para cada época de avaliagdo nos
diferentes tratamento nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Na Figura 31 observa-se o numero de folhas em relagdo com a
concentragdo de B10 no solo. Devido a possivel transpiragdo de alguns compostos
téxicos, como os hidrocarbonetos de baixo peso molecular, as folhas exibem uma

coloracdo amarelada, caracteristica do efeito toxico do diesel (WILTSE et al., 1998).

Figura 31 — llustracdo do numero de folhas da Canavalia
ensiformis cultivada em solo sem contaminagdo e contaminado
com 1% e 2% de B10 durante 60 dias

Fonte: o proprio autor
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6.5.1.5 Area foliar

As variagcbes da area foliar da Canavalia ensiformis, cultivada em
solos com e sem contaminagdo com B10 podem ser observadas na Figura 32. Para
as trés épocas de avaliagdo foram observadas diferengas significativas (p<0,05)
para area foliar. Nas épocas de avaliagao aos 20 e 40 dias ap6s a semeadura, nos
solos contaminados com 1% e 2% de biodiesel B10, as areas foliares foram
significativamente inferiores em relagdo ao solo n&o contaminado (0%). No final do
experimento, 60 dias apds a semeadura, os resultados indicam que conforme
aumenta a concentragao de B10 no solo, diminui a area foliar. Para 1% a diminuigcéao
foi de 65,34% e para 2% de 85,82%. Os resultados deste estudo diferem aos
encontrados por Ramirez e Dussan (2014), pois os autores determinaram que n&o
ha variagdo significativa na area foliar da Canavalia ensiformis, durante a
fitorremediacdo de lodos contaminados com petroleo. Porém, os resultados do
presente estudo sdo semelhantes aos reportados por Aguiar et al. (2012), os autores
encontraram diferencas significativas para a area foliar da Glycine max e Brachiaria

brizantha na fitorremediacao de solos contaminados por petréleo.

Figura 32 — Area foliar da Canavalia ensiformis cultivada em solo sem
contaminagao e contaminados com 1% e 2% de B10 durante 60 dias
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Médias seguidas pela mesma letra para cada época de avaliagdo nos
diferentes tratamento n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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6.5.2 Analises Quimicas dos Tecidos Vegetais

6.5.2.1 Macronutrientes

Durante o desenvolvimento do experimento foi avaliada a nutricdo
da planta em trés épocas, 20, 40 e 60 dias depois da semeadura. Na Tabela 9 estao
apresentados os resultados das analises quimicas para: N, P, K, Ca, Mg e S no
tecido foliar da Canavalia ensiformis para os diferentes tratamentos testados.

Para o caso do Ca e Mg, os resultados indicam que estes
macronutrientes ndo foram afetados quando a Canavalia ensiformis foi cultivada em
solos contaminados com 1% ou 2% de biodiesel B10, nas trés épocas avaliadas, 20,
40 e 60 dias apos semeadura. Os resultados encontrados neste trabalho sao
semelhantes aos apresentados por Gazzoni et al. (2010), que avaliaram o processo
de absor¢ao dos macro e micronutrientes da Thypha latifélia em agua contaminada
com diesel e biodiesel B2, e verificaram que a absor¢do de Ca pela planta néo
variou significativamente nos diferentes tratamentos. No caso do Mg, os resultados
diferem, pois no experimento desenvolvido por esses autores, ocorreu uma
diminuicdo de 52,63% na absor¢ao desse macronutriente em aguas contaminadas
com diesel B2 ao se comparar com o controle, sem contaminagéo.

Os teores de potassio (K) no tecido foliar da Canavalia ensiformis
variaram significativamente nas avaliagbes feitas aos 20 e 60 dias apds a
semeadura. Aos 20 dias os teores foliares de K foram maiores para o solo sem
contaminagao, e no dia 60 para o solo com 2% de B10. Os resultados obtidos aos
20 dias sao semelhantes com aqueles apresentados por Rivera-Cruz, Maldonado-
Chéavez e Trujillo-Narcia (2012) para Brachiaria mutica e Leucaena leucocephala,
que verificaram que absor¢do de K €& maior em solos contaminados com
hidrocarbonetos. Aos 60 dias, os resultados obtidos indicaram que o teor de K no
tecido foliar € menor em solos contaminados com biodiesel B10, resultado que difere
ao apresentado por Wyszkowski, Wyszkowska e Zidtkowska (2004), que verificaram
que a absorgao de K é diretamente proporcional a porcentagem de contaminagao de

hidrocarbonetos no solo.

Tabela 9 — Valores médios (trés repeticdes) para teores de macronutrientes da biomassa
foliar de Canavalia ensiformis para diferentes concentragdes de contaminagao do solo com
B10

% de contaminagao 20 dias apos 40 dias apos 60 dias apos
com B10 Semeadura semeadura semeadura
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N (g/planta)

0 5,13 a 4,81 a 2,56 a
1 3,53 b 3,11b 3,12 a
2 1,70 c 1,86 ¢ 251a
% CV 13,12 10,44 27,25
DMS 0,89 0,67 1,47
P (g/planta)
0 1,25 b 1,75 a 1,30 ab
1 1,50 b 1,45 ab 1,54 a
2 231a 1,02b 0,82b
% CV 16,33 16,24 29,76
DMS 0,54 0,45 0,72
K (g/planta)
0 3,89 a 2,98 1,98 b
1 2,70b 3,86 2,67 ab
2 240b 2,91 3,29 a
% CV 15,09 15,12 16,65
DMS 0,89 0,97 0,87
Ca (g/planta)
0 38,50 33.21 36,00
1 40,66 30.14 2476
2 37,94 34.93 26,99
% CV 11,65 29,99 21,12
DMS 8,98 19,40 12,20
Mg (g/planta)
0 3,62 2,51 2,26
1 3,40 2,42 2,09
2 3,28 3,09 2,28
% CV 16,70 22,91 19,41
DMS 1,12 1,20 0,85
S (g/planta)
0 2,24b 2,82b 1,63
1 4,80 a 3,85a 2,55
2 4,78 a 1,58 ¢ 1,72
% CV 12,35 13,60 25,02
DMS 0,96 0,74 0,97

MS: Massa seca. Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5%.

O fésforo (P) ndo apresentou comportamento uniforme, pois aos 20
dias apds a semeadura a concentragdo de P no tecido vegetal foi superior para o
tratamento com 2% de B10 no solo, em relagdo ao controle. Aos 40 e 60 dias
aconteceu o inverso, ou seja, os teores foliares de P no solo contaminado com 2%
foi significativamente inferior ao solo controle e contaminado com 1%. O resultado do
teor foliar de P aos 20 dias é semelhante ao reportado por Wyszkowski,
Wyszkowska e Ziotkowska (2004). Os resultados nas trés épocas avaliadas, diferem
dos resultados apresentados por Rivera-Cruz, Maldonado-Chavez e Trujillo-Narcia

(2012), que estudaram o processo de nutrigdo da Brachiaria mutica e Leucaena
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leucocephala em solos contaminados com petréleo, concluindo que depois de 180
dias, a acumulagao de P no tecido foliar ndo variou significativamente.

Os resultados para os teores foliares de enxofre (S), indicam que
houve diferencas significativas entre os tratamentos para 20 e 40 dias apos a
semeadura, sendo favorecida para a contaminagdo com 1% de B10. Para o caso
deste macronutriente € importante levar em consideracdo que o diesel de petroleo
era S500, ou seja, continha 500 ppm de S. Quando o consumo de diéxido de
enxofre excede um determinado limite causa toxicidade, provocando uma severa
reducao no crescimento da planta (RENNENBERG, 1984).

A absorcgao de nitrogénio (N) foi significativa aos 20 e 40 dias apods a
semeadura, diminuindo conforme aumentava a porcentagem de contaminagdo de
B10 no solo. Aos 20 dias a diminuicdo foi de 31,21% e de 66,87% para solo
contaminado com 1% e 2% de B10, respectivamente. Aos 40 dias, os resultados
foram similares, para 1% foi de 35,47% e para 2% de 61,25%. Aos 60 dias apds a
semeadura ndo houve diferenca significativa para os trés tratamentos (Figura 33).
Os resultados a 20 e 40 dias coincidem com os apresentados por Wyszkowski,
Wyszkowsk e Zidtkowska (2004), que trabalharam com tremogo amarelo em varias
concentracdes de diesel num solo argiloso e 76 dias de tratamento. Estes
resultados, podem ser explicados porque a contaminacdo de solo por
hidrocarbonetos de petrdleo amplia a relacdo C:N no solo e leva ao aumento da
imobilizacdo de N pelos microrganismos, reduzindo a quantidade disponivel para
absorgao pelas plantas (XU; JOHNSON,1997).

Figura 33 — Teores foliares médios de absorcdo de N pela Canavalia
ensiformis para solos contaminados com B10 em trés épocas de avaliagao.
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6,000
5,000

4,000

3,000
2,000
1,000 l

(g/planta)

0,000
0% 1% 2% 0% 1% 2% 0% 1% 2%
20 dias apds a 40 dias apos a 60 dias apos a
semeadura semeadura semeadura

N 5,132 3,530 1,700 4,813 3,105 1,865 2,563 3,124 2,508

Médias seguidas pela mesma letra na mesma época nao diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5%.

6.5.2.2 Micronutrientes

Na Tabela 10 estdo apresentados os teores foliares médios dos
micronutrientes Fe, Cu, Mn e Zn, da Canavalia ensiformis para diferentes
concentracdes de B10 no solo.

O teor foliar de ferro avaliado aos 20 dias foi maior no solo nao
contaminado, porém aumentou com a idade da planta. Para o solo sem
contaminagdao aumentou 2.82 vezes, para 1% de B10 4,56 vezes e para 2% 4,67
vezes. Isso indica que conforme aumentava a idade da planta aumenta o teor de
ferro na planta.

O teor foliar de cobre nao apresentou diferencas significativas nos
dias 20 e 60 apdés a semeadura, ja no dia 40 destacou-se a concentragédo de 1%.
Com o passar do tempo ocorreu o contrario em comparagao ao Fe, diminuindo
consideravelmente sua concentragdo, para o tratamento de 2% no dia 60, ficou
abaixo do limite de quantificagédo do equipamento.

O teor foliar de manganés apresentou altos coeficientes de variagao
devido a alta concentragao, apresentando significancia somente para o dia 20 apos
a semeadura. Nas trés etapas de avaliacdo a contaminacdo de solo por B10,

apresentou um aumento na concentracdo de Mn no tecido foliar.

Tabela 10 — Teores foliares médios (de trés repeti¢cdes) para micronutrientes em Canavalia
ensiformis para diferentes niveis de contaminagéo do solo com B10

% de contaminagdo | 20diasapés | 40diasapés | 60 dias apds
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com B10 | semeadura | semeadura | Semeadura
Fe (mgkg")
0 363,92 a 493,53 1026,12
1 252,95 b 469,70 1152,98
2 258,84 b 447,76 1209,58
% CV 16,11 11,49 12,12
DMS 92,87 106,75 0,27
Cu (mg kg™
0 6,34 5,49 ab 0,28
1 6,49 6,79 a 0,08
2 6,30 1,25 b 0,00
% CV 60,32 57,27 28,12
DMS 7,60 5,10 0,65
Mn (mg kg™”)
0 118,40 b 107,40 148,13
1 376,02 a 310,04 310,33
2 180,28 ab 177,32 286,47
% CV 50,57 69,99 50,81
DMS 224 .64 274,04 249,16
Zn (mg kg™
0 22,14 20,10 7,66 b
1 34,04 22,16 7,16 b
2 34,62 25,46 12,25 a
% CV 27,98 21,20 23,94
DMS 16,73 9,45 4,26

Fe, Cu, Mn, Zn, em mg kg'1. Médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5%.

O teor foliar de Zn, observau-se efeito significativo no dia 60 apods a
semeadura para a concentracdo de 2% de B10 no solo destacando-se em relagao
as outras duas concentracoes.

Os resultados do presente estudo para o teor foliar de Cu e Mg sao
analogos aos resultados apresentados por Marti et al. (2009), esses pesquisadores
determinaram que a adicéo de lodo de petréleo durante o desenvolvimento da alfalfa
aumentou a concentracdo de Fe e Mn 1,2 vezes no tecido foliar, o Zn, que era o
elemento mais poluente no lodo, aumentou 1,6 vezes e o Cu n&o variou
significativamente.

Os resultados dos teores foliares dos micronutrientes do presente
estudo diferem dos apresentados por Ekundayo, Emede e Osayande (2001), que
avaliaram os efeitos do derrame de petrdleo no crescimento e producdo de milho
(Zea mays L.) em solos da Nigéria, encontrando que n&o houve diferengas nas
concentracdes de micronutrientes na biomassa foliar.

6.6 CONCLUSOES
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A producgao de biomassa seca da parte aérea e das raizes, a altura,
o numero de folhas e area foliar da Canavalia ensiformis reduzem significativamente
com aumento da contaminagao dos solos com 1% e 2% de biodiesel B10.

A nutricdo da Canavalia ensiformis é afetada pela contaminagao do
solo com biodiesel de B10.

A contaminacao do solo com biodiesel B10 reduz os teores foliares

de P, K e Zn da Canavalia ensiformis.
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ANEXO A

Espectros de fluorescéncia synchronous para os solos sem
contaminacdo de B10 na camada superficial (0-10 cm), aos 0, 15,

35, 55 e 75 dias da instalagdo do experimento.
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Espectros de fluorescéncia synchronous para os solos sem
contaminacdo de B10 na camada superficial (10-20 cm), aos 0, 15,

35, 55 e 75 dias da instalagao do experimento.
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Espectros de fluorescéncia synchronous para os solos sem
contaminacdo de B10 na camada superficial (20-30 cm), aos 0, 15,
35, 55 e 75 dias da instalagcao do experimento.
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ANEXO B

Valores médios da area integrada de fluorescéncia para a interagao
entre a concentragdo do B10 no solo e os tratamentos no inicio do
experimento

% contaminagao Solo Controle Solo Solo Controle
de B10 Autoclavado Plantado
Camada Superior (0-10 cm)
0 143 bA 91 cA 143 bA
1 3016 aB 3383 aA 3015 aB
2 2811 aA 2264 bB 2811 aA
CV%: 6,94
Camada Intermediaria (10-20 cm)
0 143 bA 91 cA 143 bA
1 3016 aB 3383 aA 3016 aB
2 2811 aA 2267 bB 2811 aA
CV%: 6,94
Camada Inferior (20-30 cm)
0 143 bA 91 cA 143 bA
1 3016 aB 3383 aA 3016 aB
2 2811 aA 2267 bB 2811 aA
CV%: 6,94

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%. As letras minusculas indicam comparagdo entre as porcentagens de
contaminagcdo e as maiusculas entre os tratamentos (solos controle,
autoclavado e controle plantado).

Valores meédios da area integrada de fluorescéncia para a interacao
entre a concentragcédo do B10 no solo e os tratamentos aos 15 dias

% contaminagao Solo Controle Solo Solo Controle
de B10 Autoclavado Plantado
Camada Superior (0-10 cm)
0 131 cA 80 aA 131 cA
1 1685 aA 236 aB 1685 aA
2 1446 aA 193 aB 1446 bA
CV%:15,53
Camada Intermediaria (10-20 cm)
0 130 cA 76 aA 130 cA
1 1587 bA 274 aB 1586 bA
2 2521 aA 261 aB 2521 aA
CV%:25,39
Camada Inferior (20-30 cm)
0 129 cA 70 bA 129 cA
1 1625 bA 332 aB 1625 bA
2 2757 aA 311 aB 2757 aA
CV%: 7,17

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%. As letras minusculas indicam comparagdo entre as porcentagens de
contaminagdo e as mailsculas entre os tratamentos (solos controle,
autoclavado e controle plantado).
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Valores médios da area integrada de fluorescéncia para a interagao
entre a concentracédo do B10 no solo e os tratamentos aos 35 dias

% contaminagao Solo Controle Solo Solo Controle
de B10 Autoclavado Plantado
Camada Superior (0-10 cm)
0 133 bA 99 cB 77 cB
1 196 aB 234 bA 186 aB
2 179 aB 327 aA 143 bC
CV%: 9,58
Camada Intermediaria (10-20 cm)
0 130 bA 97 cAB 73 bB
1 215 aAB 234 bA 179 aB
2 224 aB 355 aA 195 aB
CV%:15,73
Camada Inferior (20-30 cm)
0 126 bA 94 cAB 72 cB
1 247 aB 336 bA 178 bC
2 247 aB 399 aA 240 aB
CV%:13,03

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%. As letras mindsculas indicam comparagdo entre as porcentagens de
contaminagdo e as mailsculas entre os tratamentos (solos controle,
autoclavado e controle plantado).

Valores médios da area integrada de fluorescéncia para a interagao
entre a concentracido do B10 no solo e os tratamentos aos 55 dias

% contaminagao Solo Controle Solo Solo Controle
de B10 Autoclavado Plantado
Camada Superior (0-10 cm)
0 117 bA 88bB 65 cB
1 183 aB 226 aA 204 aAB
2 191 aB 226 aA 175 bB
CV%: 9,04
Camada Intermediaria (10-20 cm)
0 112 cA 87 cAB 66 bB
1 160 bB 227 bA 194 aAB
2 207 aB 272 aA 214 aB
CV%:12,28
Camada Inferior (20-30 cm)
0 112 cA 85 cA 66 cA
1 172 bB 289 bA 196 bB
2 238 aB 393 aA 276 aB
CV%:13,79

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%. As letras mindsculas indicam comparagdo entre as porcentagens de
contaminagdo e as maiusculas entre os tratamentos (solos controle,
autoclavado e controle plantado).
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Valores médios da area integrada de fluorescéncia para a interagao
entre a concentracido do B10 no solo e os tratamentos aos 75 dias

% contaminagao Solo Controle Solo Solo Controle
de B10 Autoclavado Plantado
Camada Superior (0-10 cm)
0 96 bA 33cB 63 cAB
1 244 aA 192 bAB 171 bB
2 224 aB 327 aA 274 aAB
CV%: 18,55
Camada Intermediaria (10-20 cm)
0 82 bA 30 cA 74 cA
1 231 aA 180 bA 195 bA
2 273 aB 366 aA 318 aAB
CV%:18,15
Camada Inferior (20-30 cm)*
0 77 28 83
1 228 207 218
2 322 402 342
CV%: 21,19

*Nao foi aplicado o teste de Tukey por que o F de interagdo entre os
tratamentos e a porcentagem de contaminagdo nao foi significativa. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. As
letras minusculas indicam comparagdo entre as porcentagens de
contaminagdo e as mailsculas entre os tratamentos (solos controle,
autoclavado e controle plantado).
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