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RESUMO

O oOleo diesel é um produto tdxico que apresenta em sua composi¢cdo substancias com
potencial carcinogénico. Esse 6leo é utilizado em grandes quantidades no mundo todo,
principalmente como combustiveis para meios de transporte de grande porte. Porém, hd um
grande numero de acidentes que envolvem esse produto, acarretando sérios danos ao meio em
que foi exposto, quando ndo € tratado adequadamente, gerando perda severa da
biodiversidade. Logo, pesquisadores buscam desenvolver diferentes técnicas de
biorremediagdo das areas contaminadas, sendo a biodegradacdo uma das técnicas que vem
sendo utilizada. Essa técnica utiliza microrganismos ou outros seres vivos para degradar o
6leo presente no solo contaminado. Ao degradar uma substancia ocorre a formagdo de novos
produtos, sendo necessario um estudo detalhado desse processo, buscando analisar se a
biorremediagdo € eficaz e, além disso, identificar os produtos gerados, a fim de avaliar a
toxicidades destes. Assim, faz-se necessario a analise quimica do solo contaminado antes e
apos o processo de remediacdo, sendo que uma andlise quimica realizada de forma incorreta
pode levar a interpretacdo equivocada do processo de remediacdo. Neste trabalho, foi feito um
levantamento dos métodos de extracdo utilizados para amostras de 6leo diesel em solo, o
objetivo principal é fazer o levantamento dos trabalhos encontrados que versam sobre a
decomposicdo ou degradacdo do Oleo diesel no solo e que empregaram andlise por
cromatografia gasosa. Os parametros utilizados para a comparagéo das pesquisas ja realizadas
foram: os fatores que indicaram a degradacdo efetiva do Oleo, identificagdo de compostos
presentes no contaminante durante o experimento, identificacdo dos produtos formados apds a
degradacdo e tempo de andlise. Observou-se entdo que, apesar do grande nimero de
substéncias constituintes do 6leo diesel, as mais comuns a serem identificadas foram o0s
hidrocarbonetos aromaticos e os alifaticos através da cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS), enquanto o método de extracdo mais comum é o de
Soxhlet, sendo os solventes mais utilizados o hexano e o diclorometano. Ao longo dessa
pesquisa, foram propostas duas metodologias de analise, uma utilizando SPME e GC-MS e, a
outra usando EPA 3540 e GC-MS. E importante ressaltar que, no geral, obteve-se um
resultado positivo nas biorremediacdes aplicadas. Por outro lado, a identificacdo dos
subprodutos gerados na biorremediacdo e 0 uso de ferramentas analiticas mais atuais da
quimica, como a quimiometria, ndo foram observadas na maioria dos trabalhos.

Palavras-chave: Cromatografia gasosa. Hidrocarbonetos alifaticos. HPAs.
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1 INTRODUCAO

O petréleo bruto e seus subprodutos vém se destacando ao longo dos anos por
desempenhar indmeras fungdes na sociedade. Por outro lado, esses produtos vém
comprometendo cada vez mais 0 meio ambiente, seja ele aquético ou terrestre, 0 que ocasiona
a contaminacdo e reducdo da biodiversidade. Um dos produtos derivados do petréleo que é
responsavel por essa contaminacao, que pode ocorrer tanto no solo quanto na agua, € o 6leo
diesel. Este produto € composto principalmente por hidrocarbonetos saturados, insaturados e
compostos aromaticos como os hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAs). Embora
todos esses compostos sejam toxicos, deve-se dar uma aten¢do maior aos HPAS, ja que alguns
compostos desta classe apresentam propriedades cancerigenas e mutagénicas (CZARMY,
2020).

O Sistema Nacional de Emergéncias Ambientais (Siema), do Instituto Brasileiro de Meio
Ambiente (IBAMA), fez um levantamento de acidentes em territério nacional, do ano de 2017
até o ano de 2019, envolvendo petréleo e seus derivados. O que chama atencdo nesse
documento é o numero expressivo de acidentes, que varia de 869 a 1018 ao ano, sendo a
maior parte deles no estado de Minas Gerais. Esses acidentes incluem ocorréncias que foram
registradas em rodovias, plataformas, ferrovias, industrias, portos, postos de combustiveis,
refinarias, armazenamentos entre outros. Outra informacdo que chama atencdo é que, entre
todos os ambientes atingidos, tais como o mar, atmosfera, rios (entre outros), o solo é o que
traz maior nimero de reincidentes, variando entre 290 a 447 casos ao ano. Através desses
dados, reafirma-se a importancia de se estudar a remediacdo do solo contaminado com 0leo
diesel na UFLA, ja que Minas Gerais é 0 estado que apresenta maior numero de acidentes
(Ibama, 2019).

O o6leo diesel quando entra em contato com solo causa contaminagdo. A partir disso, surge
a necessidade de desenvolver, pesquisar e evoluir técnicas para remediacdo desses solos
contaminados. Além disso, torna-se de grande importancia que sejam utilizadas técnicas que
envolvam a quimica analitica, para que seja caracterizado o nivel da contaminagdo e também
avaliar se as técnicas de biorremediacdo que foram empregadas foram, de fato, eficazes
(OSINOWO, 2020).

As técnicas analiticas que tém sido utilizadas nesses tipos de analises, normalmente, ja sdo
bem conhecidas, porém o uso dessas técnicas exige conhecimento prévio do analista

responsavel, além de, algumas vezes, precisar de adaptacdo em cada experimento, tal como o
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uso do solvente que seja mais adequado a cada analito na etapa de preparo da amostra inicial,
que ocorre previamente a analise instrumental. Essa falta de conhecimento prévio se d&
muitas vezes porque o pesquisador ndo é da area de quimica e por isso nao tem o
conhecimento necessario para fazer uma aplicacdo de uma técnica mais elaborada. Uma das
principais técnicas utilizadas em andlise de 6leo diesel é a cromatografia gasosa (GC), que se
fundamenta na particdo diferenciada dos analitos entre uma fase estacionéria e outra fase
movel, ocasionando a separacdo de centenas de constituintes de uma amostra (DUARTE,
2015).

E importante ressaltar que antes de injetar as amostras no equipamento de GC, é
necessaria uma etapa prévia de extracdo dos compostos do 6leo da matriz da amostra, ja que
tratam-se de matrizes, em sua maioria, com altas concentracfes de matéria organica e solidos,
gue ndo pode ser injetada diretamente no cromatografo. Citam-se quatro técnicas de extracdo
que sdo mais utilizadas de modo geral: a extracdo com fluido supercritico (SFE), a extracéo
em fase solida (SPE) ou microextracdo em fase sélida (SPME) e a extracdo liquido-liquido
(LLE). Essas técnicas, quando comparadas, podem apresentar vantagens e desvantagens,
umas sobre as outras, e 0 que as diferencia em cada analise sdo as propriedades de cada
analito e qual técnica pode fornecer melhor resultado, disponibilidade de equipamentos e
solventes, custo tempo de andlise e capacidade de pré-concentracdo de cada método. Na
presente pesquisa, por envolver a extracdo de compostos presentes em amostras de solo, a
SLE, a extracdo assistida por ultrassom e extracdo por Soxhlet, foramas técnicas mais
utilizadas (BARRIONUEVO, 2001).

A presente pesquisa tem como objetivo principal apontar a melhor metodologia para
avaliar a degradacdo de 6leo diesel no solo através da cromatografia gasosa. Além disso, fazer
o levantamento dos trabalhos encontrados que versam sobre a decomposicdo ou degradacdo
do éleo diesel no solo e que empregaram analise por cromatografia gasosa; verificar o preparo
de amostra prévio a analise cromatografica, comparando as vantagens e desvantagens de cada
metodologia; observar as diferencas entre trabalhos que empregam os detectores de ionizacéo
em chama (FID) e de espectrometria de massas (MS) no que tange a identificacdo dos
compostos presentes nas amostras e os produtos de degradacdo; comparar as diferentes
formas de avaliar a degradacdo associada aos dados obtidos; propor uma metodologia

eficiente para investigar a degradacéo de diesel no solo que seja possivel de ser realizada na
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UFLA, aplicando métodos que sejam efetivos e economicamente viaveis. Para isso, construiu-

se primeiramente um referencial teorico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Oleo diesel

O Oleo diesel € um combustivel fdssil, derivado do petroleo, formado por uma
combinacdo de substancias tais como: diesel leve e pesado, fracbes de querosene, gaséleos,
parafinas, ciclo alcanos, nafta pesada, aditivos, hidrocarbonetos e por uma parte menor de
compostos contendo oxigénio, nitrogénio ou enxofre. Possui uma faixa de destilacdo entre
220-380 °C e pode ser comercializado com adi¢do de uma fracdo de biodiesel que, por sua
vez, tem como caracteristica ser menos poluente. E um produto toxico que apresenta potencial
para desenvolver cancer, leucopenia ou algum dano no sistema nervoso ao ser humano que for
exposto diretamente a esse combustivel em um prazo de tempo consideravel. Dos
componentes formadores do 6leo diesel, 0s que apresentam maior risco de comprometimento
da qualidade de vida sdo os HPAs e os hidrocarbonetos monoaroméaticos como: benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xilenos (DA SILVA, 2013; SARAIVA, 2018).

Os HPAs sdo constituidos por anéis aromaticos condensados, contendo variagdes no
arranjo de atomos de carbono e hidrogénio. Atualmente, cerca de cem HPAs sdo reconhecidos
pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC). Entretanto, a Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos da América (USEPA) classificou 16 dos HPAs, que
estdo representados na Figura 1, como aqueles que apresentam maiores fatores de risco a
salde humana e contaminagdo ao meio ambiente. Esses compostos ndo sdo sollveis em agua,
apenas em solventes organicos ou lipideos, e sdo absorvidos pelos seres vivos através da
inalacdo ou até mesmo do contato com a pele. Ao se metabolizar, os HPAs formam epdxidos
qgue apresentam caracteristicas mutagénicas e carcinogénicas, podendo atingir figado,
intestino, pele, pancreas e pulm&o no ser humano. Além de seres vivos, a substancia também
pode contaminar solo, subsolo e aguas subterraneas, o que agrava ainda mais seu potencial
toxicoldgico, ja que estara presente por varios anos no ambiente, podendo gerar uma
contaminagdo em cadeia muito grave, principalmente, quando se trata do HPA antraceno, que
apresenta caracteristicas que tendem a sorcdo ao solo, tornando-se altamente duradouro no
ambiente (JACQUES, 2007).
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Figura 1 - HPASs prioritarios
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Fonte: MEIRE (2007).

No Brasil, existe uma resolucdo da Agéncia Nacional do Petréleo, ANP N° 65, de 9 de
dezembro de 2011 que classifica os 6leos diesel de uso rodoviario em dois tipos, A e B. O
Oleo diesel tipo A é produzido a partir do refino do petroleo bruto e ndo ha adicdo de
biodiesel, este deve ser previamente autorizado pela ANP para ser comercializado. Ja o tipo B
é 0 6leo diesel do tipo A com adicao de biodiesel, que deve seguir um teor de biodiesel pré-
definido pela legislacdo, conforme a lei n® 13.263, de 23 de marco de 2016 (SARAIVA,
2018).

Além disso, os hidrocarbonetos alifaticos, que também sdo um dos principais constituintes
do diesel, podem ser compostos de cadeia simples, como os alcanos; ramificados, como 0s
isoprendides; e de cadeia ciclica, como os naftalenos (OLIVEIRA, 2012; LOURENCO,
2003).

2.2 Problematica ambiental

Desde a Revolucdo Industrial o problema de poluicdo ambiental vem se agravando
cada vez mais e uma das fontes de contaminacdo que vem crescendo € a causada por
hidrocarbonetos derivados de petroleo. Essa contaminacdo acontece por meio de falhas
humanas e mecénicas no transporte ou em operacdes de descarga do mesmo, ocasionando 0
vazamento em reservatorios e, até mesmo, em descarte de combustiveis feitos em locais

inadequados. O crescimento do uso de derivados do petroleo pode ser observado no aumento
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do numero de veiculos, visto que, no Brasil, a venda de 6leo diesel subiu de 221.094.773
barris, no ano de 2000, para 360.396.349 barris, em 2019 (ANP, 2020). Esse fator é
diretamente proporcional ao crescimento do numero de acidentes envolvendo essas
substancias (MENEGHETT], 2007).

Todavia, torna-se importante ressaltar que os impactos gerados por contaminagdes de
derivados do petroleo podem afetar o meio ambiente em areas distintas, tais como: rios, solos,
manguezais, recursos hidricos subterraneos e mares. O solo vem se destacando como uma das
areas mais reincidentes em pequenos acidentes, como vazamentos em postos. O mesmo
possui funcionalidades econémicas, sociais e principalmente ecoldgicas, destacando o habitat
dos seres vivos, manutencdo do ciclo da dgua e dos nutrientes, protecdo da dgua subterranea,
conservacdo das reservas minerais e de matérias-primas e a producdo de alimentos. A
contaminacdo do solo ocorre pela adicdo de substancias que comprometem a atuacdo dos
componentes do ecossistema e, consequentemente, comprometendo sua fungdo e
sustentabilidade. Assim, a poluicdo do solo esta associada a atividade humana e é vinculada a
concentracdo de residuos acrescentados ao solo por acidente ou intencionalmente. Essa
contaminacdo do solo resulta na aniquilacdo de algumas funcdes e pode resultar também na
contaminacgdo da agua subterranea (BARROS, 2010).

Devido ao alto indice de vazamentos em postos de combustiveis, como ja citado, o
nimero de pesquisas nessa area tem crescido na ultima década e vem sendo um grande
desafio aos profissionais da area. Os casos geoquimicos e bioquimicos que envolvem o 6leo
diesel sdo processos altamente complexos, além dos componentes serem tdxicos e
apresentarem alta capacidade de atingirem as aguas subterraneas. O combustivel, ao entrar em
contato com o solo, se fragmenta, sendo que uma parte pequena da solugdo dissolve-se no
lencol freatico, a segunda fracdo liquida se retém entre os espacos porosos do solo e outra

parte evapora e contamina a atmosfera (MARIANO, 2006).

2.3 Biorremediacao

Uma das técnicas utilizadas no tratamento de solos contaminados com compostos toxicos
é a biorremediacéo, na qual ocorre a transformacao de substancias contaminantes em outras,
inertes ou menos toxicas. Essa teécnica apresenta baixo custo e alta eficiéncia e, por esse
motivo, vem sendo utilizada até mesmo em escala comercial em &reas de remediagéo de solo

contaminado (JACQUES, 2007). Ela se fundamenta na degradagdo bioquimica das
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substancias tdxicas através da acdo de microrganismos, existindo duas variagfes dessa
técnica, in-situ ou ex-situ. No caso da in-situ, o procedimento é realizado no local da
contaminacdo e tem como caracteristicas o baixo custo e o baixo impacto ambiental. Ja a ex-
situ se faz necessaria a extracdo do solo contaminado para outro local, onde serad feito o
tratamento, o que torna o procedimento mais caro. Contudo, ao se extrair o solo e leva-lo para
outro local torna-se possivel fazer a manipulacdo dos fatores que podem influenciar a
biodegradabilidade dos contaminantes, que sdo de suma importancia nesse tipo de
bioremediacdo (JARDIM, 2010).

Além disso, a biorremediacdo in-situ pode ser passiva ou intrinseca. A passiva pode ser
um processo demorado e exigir a complementacdo com outros tipos de técnicas, além disso,
pode comprometer a saude do responsavel por fazer o acompanhamento local do
procedimento, j& que se trata de uma area contaminada. Por outro lado, a intrinseca ocorre por
processos naturais, tais como biodegradacdo, diluicdo ou outras técnicas que tém como
principal objetivo a descontaminacgdo do ambiente (JACQUES, 2007).

Para a biorremediacdo € necessario se atentar aos fatores que devem ser corrigidos como:
condicdes fisicas e quimicas do solo a ser tratado; caracteristicas do agente decompositor que
sera usado na biodegradacdo; e conhecimento prévio do teor de matéria organica. Esses
fatores podem influenciar diretamente na taxa de degradacéo da substéncia no solo (JARDIM,
2010).

Morais Filho, detalha a biorremediacdo feita em diferentes partes do mundo. Na Antartida
foi preciso microrganismos capazes de se adaptarem a temperaturas extremamente baixas, no
caso as bactérias psicréfilas e as psicrotolerantes, para que houvesse, de fato, um resultado na
biorremediagéo do solo contaminado com diesel, sob temperaturas que variaram de 0 °C a 10
°C. Ja nos Estados Unidos e na China houve uma comparacao entre métodos na recuperagédo
de solos contaminados, denominados atenuagdo monitorada, bioestimulo e bioaumento. O
bioaumento consiste em adicionar microorganismos especificos no solo contaminado, o qual
pode ser feita in situ e ex situ. J& no caso do bioestimulo, microorganismos degradadores pré-
selecionados sao manipulados no solo contaminado, o qual deve ser preparado com condig¢oes
especificas de temperatura e pH. A atenuacdo monitorada, por sua vez, baseia-se no
monitoramento da capacidade de biodegradacdo dos microrganismos nativos, evitando
qualquer alteracdo ao ambiente. Nesse caso, 0S microrganismos usam 0 contaminante como

fonte de carbono. No estudo em questdo, realizado nos EUA, a técnica de bioestimulo foi a
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que apresentou maior nivel de degradacdo. Na China, a atenua¢do monitorada foi a que
obteve resposta mais significativa. Com isso, foi possivel notar que o sucesso da
biorremediacdo procede do estado de adaptacdo metabdlica e genética das populagdes
microbianas ao seu ambiente. No Brasil, onde a técnica de biorremediacdo ainda ndo é
comumente usada, houve uma comparacdo entre bioaumento e bioestimulo em solos
brasileiros contaminados. Ambas as técnicas apresentaram resultados positivos, porém notou-
se que e importante realizar uma otimizacdo das técnicas para que sejam mais eficazes
(MORALIS, 2016).

2.4 Legislagdo ambiental

A partir de alguns estudos, feitos de dados existentes na literatura cientifica internacional,
foram calculados valores para que se faca o controle da contaminacdo tanto do solo quanto
das aguas subterraneas. Criou-se, entdo, um valor de referéncia de qualidade, que define a
pureza da agua, e um valor de prevencdo, para garantir que as substancias toxicas estejam
abaixo do valor que é prejudicial tanto a fauna quanto a flora. Além disso, foi realizada a
criacdo do valor de intervencdo, que € a concentracdo da substancia prejudicial, que ja
apresenta risco ao meio ambiente e a satde do ser humano. Quando houver a confirmacdo de
uma area contaminada, onde os valores encontrados forem maiores ou iguais os valores de
intervencdo, devem ser realizadas acdes que resguardem os receptores de risco. Os dados de

valor de referéncia, valor de prevencdo e valor de intervencéo estdo descritos na Tabela 1:



Tabela 1 - Valores orientadores para concentragcdo de compostos presentes no diesel em solo (mg kg
peso seco) no estado de Séo Paulo.
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1

Valor de Valor de intervencéo (VI)
revencao
Substéancia P ¢ ] ) ) _
(VP) Agricola  Residencial  Industrial
Geral
L, 2 Benzeno 0,002 0,02 0,08 0,2
[<5]
g = Estireno 0,5 50 60 480
s S
S 3 Etilbenzeno 0,003 0,2 0,6 14
o .Q
SN Tolueno 0,9 5,6 14 80
S &
T £ Xilenos 0,03 12 3,2 19
Antraceno 0,3 2300 4600 10000
Benzo(a)antraceno 0,2 1,6 7,0 22
Benzo(b)fluoranteno 0,7 2,0 7,2 25
Benze(k)fluoranteno 0,8 27 75 240
Benzo(g,h,i)perileno 0,5 - - -
(%]
% Benzeno(a)pireno 0,1 0,2 0,8 2,7
Criseno 1,6 95 600 1600
Dibenzo(a,h) antraceno 0,2 0,3 0,8 2,9
Fenantreno 3,6 15 40 95
Indeno(1,2,3-c,d) pireno 0,4 3,4 8,0 30
Naftaleno 0,7 1,1 1,8 59

Fonte: CETESB Adaptado (2007).

Ja o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), considerando a necessidade de

prevencdo, publicou que a partir de critérios de qualidade do solo com presenca de

contaminantes e estabeleceu metodologias para fiscalizacdo e gerenciamento ambiental,

conforme a Resolugéo n°420, de 27 de Dezembro de 2009.

2.5 Problematica analitica

Considerando a problematica de ocorrer acidentes recorrentes de contaminagéo, no solo

ou em A&guas subterraneas, e a necessidade de tratar o meio contaminado, torna-se

indispensavel que se compreenda melhor as técnicas que podem ser utilizadas no tratamento

do solo. E preciso conhecer as substancias presentes para saber como tratar esse solo, fazer o
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monitoramento para saber se o tratamento esta sendo eficaz e quais subprodutos sdo formados
a partir das reacdes que foram propostas (MARIANO, 2006).

Para a avaliacdo do nivel de contaminacdo do solo e para acompanhar o processo de
remediacdo, a selecdo da técnica analitica que sera utilizada é tdo importante quanto a
aplicacdo da mesma. Além disso, é de extrema importancia tanto o manuseio da amostra
quanto a preparacao. O preparo de amostra é caracterizado por ser a primeira etapa da anélise
quimica e também por ser uma importante fonte de grande parte dos erros de andlises. O
preparo da amostra é feito com o objetivo de possibilitar a extracdo, selecionar o analito na
amostra, remover interferentes ou até mesmo realizar a pré-concentracdo do analito quando o
mesmo Sse encontra em uma concentracdo muito baixa para que o equipamento seja capaz de
detectar ou, ainda, pode ser necessaria a extracdo de um meio para outro. Em alguns casos, se
faz necessario o uso de um solvente de extracdo e a selecdo desse solvente também é
importante, quando se trata de matrizes com compostos organicos, pode-se utilizar solventes
do tipo polar, apolar ou até mesmo outras variagdes, dependendo da amostra inicial e de suas
caracteristicas fisico-quimicas.

Para realizar a extracdo do analito, pode ser necessario realizar a pré-concentracdo, que
pode ser feita usando diversas técnicas, tais como: SLE, SPME, LLE, USE, extracdo por
Soxhlet ou outras. Depois da obtencdo do extrato, é necessario fazer a analise instrumental
por técnicas como: cromatografia liquida ou gasosa (acopladas ou ndo a espectrometria de
massas), espectrometria no infravermelho, entre outras. Essas técnicas permitem detectar os
compostos presentes no extrato da amostra e, quando associadas as técnicas espectrométricas,
permitem a identificacdo de compostos, dando suporte ao analista para que ele caracterize e
avalie se o experimento realizado obteve resultados aceitaveis ou ndo. No caso da analise do
oleo diesel, é mais comum o uso da cromatografia a gas do que a liquida, por ela ser mais

eficaz no quesito de separagdo, além de ser mais simples de operar (STRELAU, 2006).

2.6 Cromatografia gasosa

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo. No caso da cromatografia
gasosa, a amostra a ser analisada deve estar na forma liquida ou gasosa para que, apds ser
injetada no equipamento, seja aquecida e passe para sua fase de vapor. E se faz necessario que
ocorra a separacdo de duas fases distintas, a fase estacionaria e a fase movel. Os compostos a

serem separados passam por ambas as fases, e ao longo da coluna do GC, cada substancia
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apresenta interacdes diferenciais com a fase estacionéria, fazendo com que a velocidade de
eluicdo ao longo da coluna seja diferente para cada uma, de forma que, em geral, 0s tempos
de retencdo sejam distintos para cada composto que compde a amostra. Ao final da coluna
cromatografica hd um detector acoplado ao equipamento, o que gera um sinal (cromatograma)
em funcdo do tempo. Um esquema do equipamento pode ser visto na Figura 2 (McNali,
2019).

Figura 2- Partes de um equipamento de cromatografia.

Legenda: a- Fonte do gas de arraste; b- Controlador de vazdo e pressdo; c- Sistema de injecdo de
amostra; d- Coluna cromatografica; e- Sistema de detec¢do; f- Sistema de registro e tratamento de
dados.

Fonte: Adaptado de COLLINS, 2006.

Para que a amostra se mova dentro da coluna é necessario que haja um gas de arraste, este
deve ser inerte, e a amostra deve ser parcialmente solivel no gas para que ele exerca sua
funcdo. Os gases mais usados sdo os de argdnio, nitrogénio, hidrogénio e o hélio, que vem
sendo mais comumente utilizado para esse tipo de analise (SKOOG, 2005). A interacdo do
analito com a coluna varia de acordo com o ponto de ebulicdo de cada substancia presente na
matriz e com a afinidade com a fase estacionaria. Assim, 0S compostos com menores pontos
de ebulicdo e com menor afinidade com a coluna sdo os primeiros a eluir, enquanto os com
maiores pontos de ebulicdo e maior afinidade eluem gradativamente (AQUINO, 2003.)

As colunas empregadas para GC sdo colunas capilares, as quais podem ser de diversos
materiais, sendo as de silica mais comumente utilizadas atualmente. O didmetro interno
dessas colunas variam de 0,10 a 0,53 milimetros, o comprimento de 10 a 100 metros e a
espessura da fase estacionaria varia de 0,1 até 5,0 micrometros. A escolha da coluna ideal é
feita de acordo com as especificagfes do analista e as limitacdes da amostra (McNair, 32 ed,
2019). Para garantir a eficiéncia da coluna, € necessario que a amostra seja compativel ao

equipamento. A injecdo deve ser &gil e deve conter volumes pequenos, evitando assim que
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gere uma baixa resolugdo do GC. Outro aspecto importante ressaltar é a temperatura da
coluna, essa deve ser minuciosamente monitorada para que se obtenha uma alta precisdo Para
isso, deve ser feita a otimizacdo da programacédo de temperatura da coluna, a qual varia para
cada composto (SKOOG, 2005).

Em relacdo ao detector, no caso da GC acoplada ao detector de espectrometria de massas
(GC-MS), os picos cromatograficos que foram gerados pela separacdo das substancias
presentes na amostra sdo inseridos na fonte de ionizacdo do MS para que haja a formacéo dos
jons a serem, em seguida, separados no analisador e encaminhados para deteccdo e
quantificacdo. Um software apropriado instalado em um computador efetua os calculos, gera
0s espectros de massas a serem identificados pelo analista ou pelo préprio software
(LANCAS et al., 2009). Outro detector que é muito utilizado em cromatografia gasosa € o
detector de ionizacdo em chama (FID), no qual o efluente da coluna é dirigido para uma
pequena chama de ar e hidrogénio. A deteccdo desse aparelho baseia-se no monitoramento da
corrente produzida a partir dos compostos organicos que produzem ions quando passam pela
chama. Entre a ponta do queimador e um eletrodo é aplicado volts, que servem para coletar
ions e elétrons, e a corrente que se resulta € medida por um picoamperimetro (SKOOG,
2005).

A cromatografia pode ser usada, por exemplo, na avaliacdo da degradacéo e formagéo de
novos compostos no processo de decomposicdo do 6leo diesel. Quando se usa 0 GC-MS, por
exemplo, pode-se identificar os hidrocarbonetos alifaticos através da comparacdo dos
espectros de massa dos compostos do 6Oleo diesel com os disponiveis na biblioteca do
software utilizado (ARRUDA, 2015).

Em relacdo a metodologia que deve ser usada na analise de solo contaminado, recomenda-
se que utilize o método EPA 8270D, que se refere a analise de de compostos organicos
semivolateis por GC-MS. Para isso, deve ser feita a calibracdo do equipamento de GC com 0s
seguintes parametros: a temperatura do injetor deve ser na faixa de 250 a 300 ° C, a
temperatura da coluna cromatografica deve ser programada para rampas de aquecimento com
temperatura inicial de 40 °C por 4 min, aquecimento de 40 - 270 ° C a 10 ° C por minuto, € a
temperatura final de 270 °C que deve ser mantida cerca de quinze minutos. As analises devem
ser feitas usando a mesma programacéo, sendo injetando de 1 a 2 pL, no modo splitless, onde
ndo ha divisdo do fluxo (USEPA, 1998.).
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Além disso, ha uma variante da GC que difere da cromatografia convencional, por ser
necessario o uso de duas colunas cromatograficas ligadas por um modulador, denominada
cromatografia gasosa bidimensional abrangente (GCxGC). No modulador, o efluente da
primeira coluna passa por um procedimento de amostragem e reinjecdo na segunda coluna, na
qual os compostos coeluidos na primeira coluna serdo separados na segunda. Como
vantagens, a GCxGC promove o aumento da capacidade do pico, maior estruturacdo na
distribuicdo dos picos, maior seletividade e sensibilidade. Portanto, torna-se util na analise em
diversas areas tais como: petroquimicas, forenses, perfumes, 6leos essenciais, entre outras
(MORAES, 2011).

2.6.1 Preparo de amostra

Na maior parte das analises feitas em laboratorio, é necessario a utilizacdo do preparo de
amostras. E, com o passar dos anos, essas metodologias de preparo vem sofrendo
modificacbes a fim de aperfeicoar as técnicas analiticas e seguir a demanda da evolucdo dos
equipamentos com alta eficiéncia. Com isso, busca-se sempre fazer melhorias na
produtividade analitica, a0 mesmo tempo, minimizando a geracdo de residuos (DIONISIO,
2010).

Comumente em analises quimicas, nas quais os analitos a serem estudados na amostra se
apresentem em uma quantidade muito pequena, ou no caso de a amostra ser limitada, torna-se
necessario que essa amostra seja tratada antes de passar pela analise instrumental. Essa
preparacdo deve ser realizada de forma cuidadosa por se tratar de um procedimento mais
oneroso, por demandar maior parte do tempo da andlise e, principalmente, por ser um
procedimento que apresenta facilidade de ocorrer contaminacdo da amostra ou perdas dos
analitos. O preparo que é feito tem como objetivo possibilitar a extracdo, promover a
concentracdo dos analitos que serdo determinados ou, ainda, remover interferentes. E
importante ressaltar que caso os interferentes ndo sejam removidos a analise pode apresentar
falso resultado (JARDIM, 2010).

Os procedimentos de preparo de amostra variam de acordo com as caracteristicas fisicas e
qguimicas de cada substancia. Os procedimentos mais usuais para analise por cromatografia
gasosa sdo: (i) LLE, técnica que é caracterizada por consumir grande quantidade de solvente
organico, ter um custo consideravel e ser um processo minucioso; (ii) SPE, que teve inicio em

1970, é uma metodologia na qual ocorre a extracdo dos analitos na fase aquosa para um
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material sorvente e, em seguida, um solvente orgénico € usado para eluir os analitos; (iii)
SPME, que se desenvolveu por volta de 1990 e é um processo simples e rapido, usa-se uma
fibra que contém um material sorvente para reter os analitos, sendo esses dessorvidos apds a
fibra sofrer aguecimento ao ser inserida no injetor de um cromatégrafo (CALDAS, 2011).

Um fator de suma importancia é a selecdo apropriada da metodologia de preparo de
amostra que seré usado, caso esse seja feito de forma equivocada pode influenciar diretamente
na confiabilidade dos resultados apresentados. Portanto, torna-se necessario o estudo
minucioso das caracteristicas, tanto da amostra quanto do analito em questdo, e dos
procedimentos analiticos que estdo disponiveis no laboratério em uso. Levando em
consideracdo a matriz, faz-se necessaria a observacdo das propriedades fisicas e quimicas,
tamanho da amostra disponivel para a execucdo da analise e pH. Ja em relacdo ao analito
deve-se analisar as propriedades fisico-quimicas, caracteristicas que irdo possibilitar a sua
deteccdo e, ndo menos importante, a concentragdo. Para que o método seja 0 mais préximo
possivel de sua otimizacdo, sua realizacdo deve ser o mais simples possivel, com o tempo e as
etapas de andlise reduzidas a fim de minimizar os erros, deve-se apresentar 0 minimo de
interferentes possiveis, ser de custo acessivel e consumir baixo volume de solvente (JARDIM,
2010).

Para amostra de solo ou residuos solidos, deve-se usar os métodos de extracdo por
solvente usando Soxhlet ou extracdo ultrassonica. Nesses casos deve-se dar atencdo aos
solventes e aos reagentes utilizados, os quais podem gerar interferéncias para a amostra, ja
gue essas devem ser submetidas a extracdo com solvente antes da analise. A eficiéncia do
método escolhido para extracdo da amostra ird fornecer a eficiéncia de extracdo para 0s
analitos na analise em questdo (USEPA, 2007).

2.6.2 Extracdo por SLE

A metodologia de Soxhlet foi desenvolvida com o objetivo de fazer a extracdo de lipidios
que estdo contidos no leite por evaporacdo de solvente organico. E um método que foi
idealizado por volta de 1879 e vem sendo utilizado até hoje na extracdo de compostos
organicos (SANTANA, 2017).

Nesse tipo de técnica de extracdo, o equipamento permite que parte do solvente puro passe
varias vezes na amostra formando um ciclo. Cada etapa corresponde a uma lavagem total da
amostra inicial, realizada a temperatura constante. Essa técnica é de suma importancia por se

tratar de uma extracdo exaustiva, ou seja, é possivel extrair 100% dos compostos da amostra.
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Esse extrator é amplamente utilizado na extragdo de Oleos e de compostos de baixa
polaridade, sendo que os solventes mais usuais S80 0s éteres, por possuirem como
caracteristica baixa reatividade (DE OLIVEIRA, 2011). Segundo o método EPA 3540C, que
utiliza Soxhlet para extrair organicos nao volateis e semi-volateis de amostras sélidas, para
amostras de solo deve-se usar 0s seguintes solventes de extracdo: acetona/hexano (1:1);
cloreto de metileno/acetona (1:1). A mistura de acetona/hexano possui menor custo e menor
toxicidade. Outras amostras devem ser extraidas usando cloreto de metileno ou
tolueno/metanol (10:1) (USEPA, 1996). Na Figura 3 pode-se observar o equipamento dessa

técnica.

Figura 3 - Equipamento usado na metodologia de Soxhlet.

Saida de dgua o
de resfriamento

Tubo Condensador —=
Entrada de agua

d fri
Dedal de papel e resfriamento

Material solido a ser extraido

—s Lubo condutor
de vapor

Manta aquecedora «—

FONTE: COSTA, Kissyla et al., 2017.

Amostras de solo para aplicacdo dessa técnica devem ser preparadas retirando possiveis
corpos estranhos (gravetos, folhas, pedras e outros). Além disso, a amostra deve decantar e, se
houver formacdo de camada de agua, € preciso retirar e descartar. Deve-se pesar 10 g de
amostra solida com 10g de sulfato de sodio anidro e colocd-lo em uma extragdo com um
tampé&o de 1& de vidro acima e abaixo da amostra. Adicionar 300 mL do solvente de extragéo
no baldo de 500 mL de fundo redondo, conecta-lo ao sistema de refluxo, que deve ser de 4 a 6
ciclos por hora, e a extragdo deve ser mantida de 16 a 24 horas. O método 3540C é
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caracterizado por ter a instrumentacdo relativamente barata, o solvente usado pode ser
substituido por um que seja compativel, fornece uma extracao eficiente e poucas variaveis
nesse método podem influenciar adversamente a eficiéncia da extracdo. Porém, essa
metodologia usa uma grande quantidade de solvente (USEPA, 1996).

H& descrito na literatura a substituicdo da mistura de hexano/acetona (1:1) por uma
mistura de diclorometano/metanol (4:1). Ao se comparar as porcentagens de recuperacao
obtidas para cada caso, a substituicdo mostra-se promissora por nao apresentar perda
significativa na extracdo dos HPAs, mostrando, assim, que o solvente pode ser substituido
caso se faca necessario (CRISTALE; SILVA; MARCHI, 2008).

Monticeli et al., (2018) fez uso dessa técnica para extrair hidrocarbonetos totais do
petréleo do solo artificialmente contaminado com diesel, buscando-se encontrar um método
adequado para a remediacdo de solo contaminado utilizando biorreatores com custo baixo
(MONTICELI; DE ANDRADE RODRIGUES; CORREA, 2018).

Em outro caso, fez-se um estudo para avaliar a possibilidade do impacto ambiental
causado por 50 anos de exposicdo de um local a industria do petroleo. Para extracdo foi
pesada uma massa de 10 g da amostra inicial, adicionado diclorometano como solvente e a
extragéo foi feita em Soxhlet por 16 horas. Ao fim da pesquisa, 0s HPAs foram identificados
e quantificados em uma concentrago total variando entre 1 - 409 pg™. A quantificacdo e a
identificacdo dos compostos foram feitos por GC-MS (CELINO; QUEIROZ, 2006).

Outra técnica que pode ser considera SLE, é a extracdo assistida por ultrassom (USE).
Curie ao estudar o efeito piezelétrico em 1880, descobriu o ultrassom. Este vem sendo usado
em diversas funcdes, tanto na inddstria como na pesquisa, até a atualidade. A frequéncia das
ondas que caracterizam o ultrassom se da no intervalo de 16 KHz a 1 MHz. A propagacao de
ultrassom € explicada através do movimento de expansdo e compressdo do sistema, ao se
comprimir, gera-se uma descompressdo do sistema de moléculas do meio da propagacdo,
esses processos resultam na formacdo das ondas ultrassonicas. Portanto, o sistema é
submetido a varias etapas de expansdao e compreensdo até que ele entre em equilibrio
(MARTINES; DAVOLOS; JAFELICCI JUNIOR, 2000).

O método USE se caracteriza por ser uma técnica de rapida aplicabilidade, requer cerca de
15 min, podendo variar conforme a andlise feita. Precisa de instrumentacdo simples e tem
apresentado bom resultado na recuperagdo de analitos. Pode ser feita uma otimizagdo da

metodologia utilizada nas analises a fim de melhorar o resultado final, variando o solvente
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utilizado na preparacdo da amostra, tempo de exposic¢ao a ondas ultrassonicas e quantidade de
analito presente na solucdo (COTTA; REZENDE; LANDGRAF, 2009).

O metodo 3550C, que utiliza extracdo assistida por ultrassom, também pode ser usado
para extrair organicos nao volateis e semi-volateis de amostras sélidas, e garante que haja
contato direto entre a matriz da amostra e o solvente de extragdo. Em relacdo ao método que
se deve utilizar para esse tipo de procedimento, a amostra deve ser misturada com sulfato de
sodio anidro e essa mistura devera ser extraida com solvente por trés vezes, usando o USE. O
extrato resultante deve ser separado por filtracdo ou centrifugacdo, e depois poderd ser
analisado. Os solventes e reagentes utilizados também podem gerar interferéncias para a
amostra e por esse motivo torna-se importante fazer o branco (USEPA, 2007).

Em relacdo ao solvente que deve ser utilizado para amostras organicas, essas podem ser
extraidas usando acetona/hexano (1:1) ou acetona/cloreto de metileno (1:1), mas esses podem
ser substituidos caso seja necessario de acordo com a amostra a ser analisada. No caso da
amostra de solo, deve ser feita a retirada dos objetos estranhos e a amostra deve ser muito
bem misturada. Apds realizar a mistura com o solvente e a observacdo da decantacdo, se
houver a formacdo de uma camada de &gua, esta deve ser retirada. Para aplicar o método,
deve-se tomar o cuidado para que esse seja feito rapidamente para evitar a perda de
substancias volateis. Para amostras com baixas concentracdes, é necessario que se pese,
aproximadamente, 30 g de amostra em um béquer de 400 mL e 100 mL do solvente de
extracdo. A extracdo deve ser feita por 3 min, depois deve ser filtrada com papel filtro e
centrifugado em baixa velocidade, esse procedimento deve ser realizado por mais duas vezes
adicionando 100 mL de solvente limpo. Ja no caso de amostras com altas concentra¢Ges, com
mais de 20 mg por quilo de analito, deve-se pesar apenas 2 g de amostra para um frasco de 20
mL, o volume do solvente utilizado deve ser calculado de forma que o volume total final seja
de 10 mL. Realiza-se a extracéo e filtra-se usando uma pipeta de Pasteur com 2 a 3 cm de 14
de vidro. E importante ressaltar que a eficiéncia de extracio dessa técnica geralmente é menor
do que a obtida usando Soxhlet (USEPA, 2007.).

Cardoso et al., 0 estudo da producédo de biodiesel através de microalgas utilizou a extracéo
por ultrassom para extrair o 6leo presente na alga. Para isso, transferiu-se 15,5 g da amostra
seca com 70 mL de hexano pra o equipamento de ultrassom por 30 min a 45 KHz. Apos esse
procedimento a solugéo foi filtrada a vacuo e transferida para o funil de decantacdo, depois

transferiu-se para um evaporador rotativo durante seis horas.
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2.7 Extragdo por SPME

Outra técnica de extracdo que pode ser mencionada é a SPME, que se caracteriza por ser
uma das microtécnicas modernas, é seletiva, e altamente sensivel, utilizada na extracdo de
compostos volateis ou semi-volateis, polares ou apolares. Desenvolvida com o objetivo de
tornar mais simples a preparagdo de amostras, reduzindo o tempo utilizado nas anélises,
custos e uso de solventes organicos, minimizando o descarte de residuos toxicos referente a
mesma (H. S. Dorea, 2008). Essa técnica ndo € usada apenas para extracdo, mas também para
pré-concentracdo dos analitos que pode ser utilizada em amostras sélidas, liquidas ou gasosas.
Porém, é necessario que a técnica seja realizada de forma minuciosa para que se atinja bons
resultados analiticos, torna de extrema importancia também a otimizacdo da técnica que sera
utilizada nas condices em que serdo realizadas a analises. A fase extratora é um dos fatores
mais importantes dessa técnica, existem no mercado varias opg¢des, com diferencas na
polaridade, espessuras de filme e esses apresentam variagdes de interacdo com cada analito
(ROCHA, 2013).

O equipamento utilizado para a realizacdo da SPME é composto por um bastdo de silica
fundida, revestida por um filme fino da ordem de décimos de milimetros. Esse revestimento
deve ser de um polimero ou de um solido adsorvente. A fibra deve ser usada juntamente a um
amostrador, onde ela fica presa a um émbolo e na extremidade contraria ao émbolo ha um
tubo hipodérmico, uma agulha. Esse tubo tem a finalidade de proteger a fibra e perfurar os
septos para que seja recolhido o analito. Outro aspecto importante é entender que a técnica no
modo direto envolve o equilibrio do analito em duas fases distintas, e no modo headspace,
entre trés fases: a amostra (liquida/solida), a fase de vapor sobre a amostra e a fase extratora.
Preferencialmente, a amostra deve ser homogénea e os analitos devem ser estaveis nas fases
envolvidas. Alguns parametros de analise devem ser cuidadosamente ajustados, tais como a
temperatura de extracdo e o nivel de agitacdo da amostra, a fim de maximizar a difusdo do
analito para fibra coletora (DOREA, 2008).

Visto isso, tem-se que essa técnica pode ser usada na analise de solo contaminado por
diesel ou seus similares. Luz, 2011 em pesquisa sobre a biodegradacdo do 6leo diesel em
determinado solo, aplicou-se essa técnica. No experimento, utilizou-se para a extragdo e pré-
concentragdo uma fibra de polidimetilsiloxano/divinilbenzeno de 65 mm ligada por um
tampdo constituido de algodao, por cerca de 5 minutos. Os compostos que foram absorvidos

na fibra foram dessorvidos no injetor do GC.
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Todas as técnicas aqui citas podem ser utilizadas no desenvolvimento da andlise da
degradacdo do 6leo diesel no solo. A fim de alcancar os objetivos citados ao inicio, a pesquisa
foi desenvolvida de forma que ao fim seja feita a proposta da metodologia facilitando as

proximas pesquisas desenvolvidas na UFLA.
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3 METODOLOGIA

Realizou-se um levantamento de métodos utilizados em anélises de solos contaminados
com Oleo diesel, e também foi investigado quais métodos sdo mais efetivos, mais viaveis
economicamente e, além disso, a partir dos resultados encontrados, analisou-se quais métodos
aplicados que geraram o menor nimero possivel de compostos toxicos ou prejudiciais ao
meio ambiente. Os métodos mais efetivos apontados aqui sdo 0s que apresentaram maiores
porcentagens de degradacdo com determinado agente decompositor.

Primeiramente, realizou-se uma pré-selecéo das bases de dados na qual foram utilizados o
Periddico da Capes, artigos disponiveis na Scielo, a plataforma Web of Science, Scopus, além
de livros, teses e dissertacbes de outras universidades. Aplicaram-se filtros priorizando
trabalhos dos ultimos vinte anos e trabalhos que apresentavam desenvolvimento na area de
quimica analitica, principalmente aos que aplicavam a cromatografia gasosa. Fez-se uma
leitura seletiva excluido aqueles trabalhos que nédo tratavam de cromatografia, ou ainda que
ndo descreviam claramente a parte quimica usada, alguns foram deixados ao longo dos
resultados e discussdo apenas com o intuito de exemplificar que existem métodos mais
simples, ou ainda, métodos que se enquadram em outras areas de estudo, como o caso da
microbiologia. No geral, foi encontrada uma quantidade relativamente pequena de trabalhos,
cerca de cinquenta, entre artigos, monografias e dissertacdes. Alguns, inclusive, abordam o
estudo estatistico para gerar os resultados e outros com interesse exclusivamente para area
agraria, que no caso ndo é o principal interesse e, por tanto, esses trabalhos foram usados
apenas na construcédo da parte referencial.

Para realizacdo da pesquisa foram usadas algumas palavras chaves, conforme os tépicos a

sequir:

Biodegradacéo de 6leo diesel.

e Solo contaminado; 6leo diesel.

e Degradacdo de 6leo diesel; solo contaminado.
e Degradacdo; oleo diesel; microorganismos.

e Extracdo; 6leo diesel.

e Cromatografia gasosa; 0leo diesel.

e Quimiometria; 6leo diesel.

e Degradation; diesel oil.
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e Degradation; diesel oil; GC-MS.

e Degradation; diesel oil; soil.

e Cromatography; diesel oil; soil.

e Analytical Chemistry; degradation; diesel oil.

Depois dessa etapa, fez-se o estudo mais profundo dos trabalhos onde foi feito o registro
das informacdes relevantes, como os métodos quimicos utilizados, resultados, agente
decompositor, duracdo do experimento, area de estudo, conclusdes, ano e autor, com esses
dados, construiu-se um quadro (Quadro 1). Essa etapa auxiliou na construcdo do referencial
tedrico em que descreveram os métodos que foram usados nos trabalhos utilizados.

Adiante, fez-se a interpretacdo dos resultados com a finalidade de organizar todas as
informacBes importantes obtidas, de tal forma que, com os resultados dessa pesquisa, fosse
possivel a interpretacdo de qual método apresenta melhor resultado, a fim de que se possa

transcrever a pesquisa fazendo melhorias, caso seja possivel.
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4 RESULTADOS

Fez-se um levantamento dos trabalhos encontrados que versam sobre a decomposicdo ou
degradacdo do O6leo diesel no solo dando enfoque aos que utilizaram a analise por
cromatografia gasosa. Além disso, deu-se uma atencéo especial para o0 método de preparo de
amostra, a forma como a andlise foi realizada, o solvente utilizado, bem como a identificacdo
dos compostos de degradacéo, a parte estatistica ou quimiométrica, e os resultados obtidos. A
fim de organizar essas informagdes construiu-se 0 Quadro 1, que contém um resumo dos

principais trabalhos avaliados.



Quadro 1 - Andlise dos trabalhos que envolvem a investigacéo da degradacdo do 6leo diesel no solo, usando GC.
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Referéncia Extracéo Solvente Analise | Agente decompositor | Método auxiliar Analitos Resultado
BENTO, Douglas | Soxhlet Hexano GC-MS Biossurfactante — Evaporador Hidrocarbonetos | Recuperagéo do
Mayer. Et al 2005 diclorometano | GC-FID fungo Aspergillus rotativo alifaticos e solo sem adicédo

Estatistica HPAs do
biossurfactante
foi melhor.
CZARNY, J. et al. SLE Acetona e GC-MS Bacterias Agitador rotativo | Hidrocarbonetos | Degradacao de
2020 hexano Gammaproteobacteri Estatistica 90% do 6leo no
a e acinetibacterias solo
KAZEMZADEH, - Hexano GC-MS Bactéria Klebsiella Estatistica Hidrocarbonetos Degradagéo
Somayeh et al. variicola strain X >71%
2020 Espectrofotdmetr
SKV2 0
SARAIVA, Livia | Ultrassom | Diclorometano | GC-MS Rizobacterias — Evaporador HPAs Eficiéncia de
Antonia de Mello e Hexano biossurfactantes rotativo 86,4%.
etal. 2018 Estatistica
SILVA, Luana Ultrassom | Diclorometano | GC-MS 5 tipos de bactérias Evaporador Hidrocarbonetos | Degradagéo >
Monteiro et e acetona rotativo alifaticos e 60%
al. 2018 Estatistica HPAs
ARRUDA, Flavia SLE Diclorometano | GC-MS | Fungos — Aspergillus Estatistica Hidrocarbonetos | Degradacédo >
Virginia Ferreira terréus, aliféticos e 80% para
de etal. 2011 cunninghamella HPAs compostos
echinulata e oleosos

Penicillium commune
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LUZ, Cleber C. et SPME - GC-MSe Microbios - Estatistica Hidrocarbonetos | Degradagdo >
al. 2011 GC-FID Acinetolacter alifaticos e 60%
Baumanni HPAs e fez-se a
caracterizacao
dos
microrganismos
JACQUES, Soxhlet Hexano GC-MS Consorcio de uma Evaporador HPAs Degradacédo de
Rodrigo Josemar espécie de fungos e rotativo 48% de
Seminot et al. 2009 seis bacterias Estatistica antraceno, 67%
de fenantreno e
22% de pireno.
OSINOWO, SLE Tolueno GC-MS Micrococcus luteus Estatistica Hidrocarbonetos Degradou
Ibrahim et al. 2021 trpE16 e Bacillus totais do 96,8%
subtilis DNK UT 02, petréleo
esterco de vaca e de
ave.
LIESEVIC, Marija SLE Hexano e GCxGC Oerskovia sp CHP- Gravimetria HPAs A degradacéo
et al 2019 tolueno TOF MS ZH25 foi efetiva >
70%
ALEXANDRINO, - Diclorometano | GCxGC- - Estatistica Oleo diesel leve Degradacéo
Guilherme L. et al HRMS eficiente
2019
LUNA, Saionaraet | Soxhlet Hexano GC-MS Extrato vegetal de Espectrofluorime | Hidrocarbonetos | Degradou cerca
al. 2015 araceae como triade 1V, de 87,60%
biosurfactante quimiometria —
PCA
MONTICELL, et Soxhlet Né&o foi GC-FIC | Consorcio microbiano Estatistica Hidrocarbonetos | Degradacéo de
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al. 2018 descrito associado a 80%
biorreatores
CAVALCANTI, SLE Hexano; GC-FID | Percarbonato de sédio Estatistica HPAs Degradacéo de
Jorge Vinicius diclorometano como oxidante 75%
Fernandes Lima et
al. 2021
PRUS, Wojciech; | Extrator | Diclorometano | GC-MS Algas bacterianas Estatistica HPAs e outros | Degradacdo ndo
FABIANSKA, de compostos do foi satisfatoria
Monika J.; solvente petréleo
LABNO, acelerado
Radostaw et al Dionex
2015 350
KACZOREK, Ewa Eter Acetato de etila | GC-FID Consorcio de Estatistica e Hidrocarbonetos | Degradacéo de
etal., 2014 dietilico bactérias e leveduras quimiometria alifaticos ~100%
como (ramnolipideos)
extrator
SAFITRI, Rina - - GC-MS | Consorcio de bacillus Estatistica e Hidrocarbonetos | Degradagéo de
Marita et al., 2018 e pseuddmonas espectrofotometri 57,56%
a
MNIF, Inésetal., | Sonicacdo | Cloroférmio GC-FID Consorcio de 4 Estatistica e Hidrocarbonetos | Degradacéo de
2015 de bactérias gravimetria 55,4%
amostras
OKONKWO, 0. SLE Acetona e GC-MS Microrganismos Estatistica Hidrocarbonetos | Degradagéo de
etal. 2021 solvente de nativos totais 41,61%
cloreto de
metileno
SUN, Wuyang et SLE N-hexano GC-MS Consorcio de 12 Estatistica e Hidrocarbonetos | Degradacéo de
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al., 2019 bactérias espectrofotometri 66%
a
ABDOLLAHINEJ | Ultrassom | Acetona e n- GC-FID | Convermicompostage Ultrassom, Hidrocarbonetos | Degradacéo de
AD, 2020. hexano m corrigida com lodo | filtracdo a papel totais 73,9%
e minhoca e estatistica
RAJU, Manddela | Ultrassom Hexano GC-FID Bacillus B Estatistica Hidrocarbonetos | Degradacéo de
Naga et al., 2017 e GC- totais 83%
HPLC
DE OLIVEIRA, Soxhlet Hexano e GCXGC- Consorcio de Quimiometriae | Hidrocarbonetos Degradacéo
Amilton Moreira et tolueno FID/MS | bactérias e leveduras estatistica efetiva
al., 2020

FONTE: Do autor (2021).
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Ao fazer uma andlise detalhada, verificou-se que a técnica de extracdo mais utilizada foi a
extracdo de Soxhlet (BENTO, 2005; JACQUES, 2009; LUNA, 2015; DEON, 2012;
MONTICELI, 2018), muitas vezes baseado no método oficial da USEPA 3540C. Porém,
consta na literatura uma pesquisa a respeito da producéo de 6leos a partir de microalgas, que
compara métodos de extracdo, no qual o resultado foi quinze vezes melhor quando foi usada a
extragcdo por ultrassom e em vez de Soxhlet (CARDOSO, 2014). Levando em consideragao
essa informacdo nas andlises da degradacdo do 6leo diesel no solo, que também utilizaram o
ultrassom e obtiveram um bom resultado, pode-se concluir que a técnica de ultrassom também
pode ser usada, em especial para 0 método validado da USEPA 3550C (SARAIVA, 2018;
CAVALCANTI, 2021 e SILVA, 2018). Porém, deve-se analisar o principal objetivo do
estudo em questdo, pois no caso do ultrassom usa-se uma menor quantidade de solvente e é
uma técnica mais rapida quando comparada com Soxhlet. Quando se aplica técnicas de SLE,
gue ndo seja a de Soxhlet, é necessario que seja feito um controle da eficiéncia do método. No
caso analisado, quando se aplicou a metodologia EPA 3050C o método apresentou uma média
de 113,4% de recuperacdo analitica (SARAIVA, 2018 e SILVA, 2018). Pode-se observar em
outro caso a recuperacdo para HPA, usando HPAs deuterados como padrdo interno de 76% -
104%, variando entre essa porcentagem dependendo do HPA analisado, utilizando extracao
sob ultrassom (EPA 3550C) para seus estudos (SUN, 2018).

Outros métodos de extracdo usados, que reduzem a quantidade de solvente empregado,
foram a SPME, que ndo utiliza solvente, e o extrator acelerado por solvente dionex, que
executa a extracdo de compostos organicos presentes em amostras sélidas e semi-solidas, em
poucos minutos e com baixo consumo de solvente (LUZ, 2011, PRUS, 2015). Os fatores que
podem explicar a variedade de técnicas de extracdo utilizadas para uma analise semelhante
podem ser os solventes, equipamentos disponiveis no laboratorio, custo de analise, custo dos
equipamentos, falta de conhecimento nas técnicas mais atuais e tempo disponivel para obter o
resultado. O que justifica Soxhlet ter sido a técnica mais utilizada é ser uma técnica de baixo
custo, ser exaustiva e ser uma metodologia oficial. Cabe ressaltar que em alguns trabalhos
houve dificuldade para fazer a identificacdo do método de extracdo utilizado devido a falhas
na descricdo da metodologia, ou alguma dificuldade na traducéo do trabalho (PUNTUS, 2018,
ALEXANDRINO, 2019 e KAZEMZADEH, 2020).

Em relagdo aos solventes utilizados nas técnicas de SLE, os mais comuns sdo o hexano

e/ou o diclorometano. O hexano apresenta propriedades importantes para esse tipo de analise,
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pois € um composto alifatico, apolar e é bom extrator para solutos apolares. J& o
diclorometano é um solvente clorado, com baixa polaridade. Por serem solventes que
apresentam boa interacdo com 0s compostos presentes em derivados do petrdleo, esses
solventes foram usados para a extracdo dos compostos em varios trabalhos (PRUS, 2015,
DEON, 2012, CALVALCANTI, 2021; LJESEVIC, 2019; JACQUES, 2009; ARRUDA,
2011; SILVA, 2018; SARAIVA, 2018; KAZEMZADEH, 2020; SILVA, 2018; CZRMY,
2020; ALEXANDRINO, 2019 e BENTO, 2005). Observou-se também a utilizacdo da
mistura acetronitrila/diclorometano e acetonitrila/hexano (CALVALCANTI, 2021). O
tetracloreto de carbono, que é um composto comumente usado como solvente de gorduras e
6leos tém caracteristicas apolares, também foi utilizado (PUNTUS, 2019). Houve uso do
tolueno que é um solvente aromatico, apolar e também foi observada a mistura de tolueno e
hexano (LJESEVIC, 2019; MACHADO, 2020; OSINOWO, 2021; DE OLIVEIRA, 2020).
Além de usar o hexano, usaram tambeém a acetona em uma mistura e acetona com cloreto de
metileno, foi observado também a mistura de diclorometano com n-hexano e n-hexano com
acetona (CZRMY, 2020; BENTO, 2005; ABDOLLAHINEJAD, 2020; OKONKWO, 2021;
SUN, 2019). Nota-se que alguns pesquisadores selecionaram dois tipos de solventes, um com
caracteristica pouco polar e outro com caracteristica apolar, com o propdsito de ampliar a
faixa de compostos extraidos que serdo analisados posteriormente. Visto que a extragdo é a
parte inicial da analise, caso ela ndo apresente boa extracdo dos compostos na matriz, o
resultado final da pesquisa serd comprometido, apresentando uma porcentagem de degradacéo
maior do que a real.

Alguns trabalhos empregaram outros métodos complementares a cromatografia ou aos
métodos de extracdo com diferentes finalidades (JACQUES, 2009; SILVA, 2018; SARAIVA,
2018 e BENTO, 2005). A espectrofotometria foi utilizada para analisar o efeito do
biossurfactante na amostra, para avaliar o teor total de hidrocarbonetos e também para
monitorar o agente decompositor (MACHADO, 2020; KAZEMZADEH, 2020; OKONKWO,
2021; SUN, 2019). Tambem foi observado o uso da gravimetria para monitorar a
biodegradacao do 6leo diesel (LJESEVIC, 2019).

Com relagdo ao tratamento dos dados obtidos por GC, a quimiometria foi usada com o
objetivo de tratar dados, identificar padrdes, agrupar amostra e detectar amostras anémalas,
com o uso de diversos algoritmos, sendo um dos mais comuns o algoritmo denominado

Andlise de Componentes Principais (PCA). Esse algoritmo trabalha com o numero de
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variaveis reduzidas a algumas dimensdes, permitindo a detec¢do dos principais padrdes
semelhantes e a correlacdo entre as variaveis do experimento, possibilitando a separacdo das
amostras. O trabalho de Luna, 2015 o PCA foi utilizado em combinacdo com a fluorescéncia
induzida por LED com o intuito de discriminar amostras de solo contaminado. Foram
realizadas 48 anélises, que visaram uma analise exploratoria e classificatoria dos dados e
otimizagdo do mesmo. Com PC1 versus PC2 foi possivel separar as amostras de acordo com
sua composicao quimica em trés regides distintas, como pode ser visto na Figura 4. Pode-se
observar que nas amostras dos horizontes A e C contaminados e remediados foram dispostas
no lado direito, nos quadrantes 2 e 4, enquanto que os horizontes A e C estdo nos quadrante 1
e 3. Veja que as amostras do lado esquerdo seriam a amostra sem manipulagdo. Nesse caso
disposto no grafico, o PCA auxiliou na confirmacdo de que a remediacao foi eficaz e o0 quéo
eficiente foi. Foi comprovado que a remediacdo foi eficaz, esses métodos foram associados ao
GC-MS. (LUNA, 2015, KACZOREK, 2014).
Figura 4 - PC1 vs. PC2 de amostras de solo.
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Fonte: LUNA. 2015.

A fim de identificar as substancias presentes no 6leo diesel analisado e determinar se a
biodegradacdo estava sendo efetiva ou ndo, faz-se necessario o emprego de métodos para
identificacdo dos compostos. A espectroscopia de infravermelho foi utilizada para identificar
grupos funcionais e ligacbes quimicas de interesse (LUNA, 2015; PUNTUS, 2019). J4 o GC-

FID é utilizado na quantificacédo relativa dos compostos, analise que permite o monitoramento
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da degradacgdo dos hidrocarbonetos e a anélise da formacdo de novos picos, como podem ser
observados na Figura 5, através da comparacdo das areas dos picos. J& para a quantificacdo
empregando curva de calibracdo ou para fazer a identificacdo dos picos, se faz necessario o
uso de padrdes. Ao longo da analise, a diminui¢cdo da area dos picos presentes no tempo zero
indicava a degradacdo do composto e a formagdo de um novo pico indicava que houve a
formacdo de  subprodutos (CAVALCANTI, 2021 e MONTICELI, 2018;
ABDOLLAHINEJAD, 2020; MNIF, 2015, RAJU, 2017; KACZOREK, 2014). Na Figura 5,
pode-se observar que nos cromatogramas controle, também ha diminuicdo de alguns picos, o
que pode indicar que a propria microbiota do solo atua de forma a promover a degradacé&o.
Além disso, nota-se que a producdo de subprodutos foi baixa ou inexistente nos
cromatogramas do experimento, visto que 0s picos remanescentes ap0s 21 dias sdo 0s
mesmos presentes no inicio do experimento. Um cromatograma que ndo foi observado e seria
de suma importancia, é o referente ao dia 0, pois com ele seria possivel identificar se houve

evaporacdo de algum composto leve do dia 0 para o dia 3.
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Figura 5 - Cromatogramas (GC-FID)

200000 .
e Experimentos Controles

150000 4

mvy

100000

50000
0 4
150000 4
|
~ 100000 -
=
50000
OM J_M*NLLL —._.Dia7
100000 -
50000
0 | ekl Dia M4 . Dia14
50000 |
z
5 bt Dia 21 l i.I .,,l,l .. Dia21
1 T T T L
b1)

LEGENDA: Cromatogramas obtidos por GC-FID de 0,1% de diesel (v/v) em meio mineral liquido

apos 3, 7, 14 e 21 dias na presenca do consdrcio microbiano (experimentos) e na auséncia do
consarcio microbiano (controles)

FONTE: LUZ, Cleber. 2011.

Contudo, para a identificacdo dos compostos a GC-MS ¢ a técnica mais adequada, por ser
uma técnica que registra a razdo massa carga dos ions formados a partir dos compostos e por
permitir a identificagdo dos compostos, e por isso foi a mais usada no estudo de degradacdo
do oleo. No geral, para fazer a identificacdo dos compostos, comparou-se 0s espectros de
massas gerados a partir do pico da amostra injetada, e 0s espectros ja existentes na biblioteca
do software usado (PRUS, 2015; LUNA, 2015; OSINOWO, 2021; JACQUES, 2009;
ARRUDA, 2011; SILVA, 2018; SAFITRI, 2018; SUN, 2019; OKONKWO, 2021;
SARAIVA, 2018; KAZEMZAD, 2020 e CZARMY, 2020). Alguns autores optaram por usar

dois metodos de anélise, combinando dados de GC-FID e GC-MS, a fim de obter informacdes
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qualitativas e quantitativas (LUZ, 2011 e BENTO, 2005). E, por fim, alguns autores
utilizaram um equipamento ainda mais sensivel, a Cromatografia gasosa bidimensional
abrangente (GCxGC). Nesse tipo de analise foi possivel observar os compostos minoritarios,
que quando estdo em baixas concentragdes ndo sdo detectados por GC convencional, mas por
GCxGC torna-se possivel e, quando comparada a GC, a deteccdo melhorou em até 5x
(LJESEVIC, 2019; DE OLIVEIRA, 2020 e ALEXANDRINO, 2019). Além disso, observou-
se um trabalho que utilizou a GCxGC e a quimiometria (PCA) para diferenciar as amostras ao
longo do tempo. Como resultado, através dos dados de PCA foi possivel verificar a reducdo
dos alcanos, naftenos e oOleo diesel leve. E através dele, foi possivel explicar a resisténcia
preferencial dos ramificados e n-alcanos > C14 durante os primeiros dias de andlise
(ALEXANDRINO, 2019).

Ja em relacdo ao uso da estatistica, a maior parte dos trabalhos faz sua aplicacédo a fim de
medir se realmente a degradagdo foi eficaz (PRUS, 2015; SAFITRI, 2018;
ABDOLLAHINEJAD, 2020; OKONKWO, 2021, SUN, 2019; MNIF, 2015, RAJU, 2017,
DEON, 2012; LUNA, 2015; PUNTUS, 2019; LJESEVIC,2019; OSINOWO, 2021;
JACQUES, 2009; LUZ, 2011; SILVA, 2018; SARAIVA, 2018; CZARMY, 2020 e
KAZEMZADEH, 2020). A estatistica foi utilizada também para calcular o percentual de
substancias presentes na amostra, outras vezes para realizar um teste estatistico de analise de
variancia. A ANOVA foi utilizada para avaliar a redugdo de carbono total experimental e
tedrico, ou ainda para avaliar o potencial de remoc¢do dos HPAs observando se ha diferencas
significativas entre a média de remog¢do com 0s agentes decompositores usados, como
também para comprovar a degradacdo dos compostos ou detectando alguma discrepancia
(SAIRAVA, 2018; CAVALCANTI, 2021; RAJU, 2017; ABDOLLAHINEJAD, 2020;
KACZOREK, 2014; MACHADO, 2020 e BENTO, 2005). Fez-se a anélise de variancia dos
dados de remogéo dos dleos, compararam-se as médias e trataram-se os dados pelo teste de
Tukey. Esse teste foi usado para na analise de variancia dos resultados da contagem
microbiana (MACHADO, 2020; RAJU, 2017). J& o desvio padréo foi usado para constatar se
houve flutuacdo do sinal instrumental, para comparar as médias obtidas entre os agentes
decompositores usados, comparar as médias da degradacao dos resultados (SARAIVA, 2018;
SILVA, 2018; MACHADO, 2020).

Os trabalhos analisados foram realizados a partir da contaminacdo do solo feita

propositalmente de maneira controlada pelos pesquisadores, e por ser o desenvolvimento de
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uma pesquisa € um fator positivo, ja que ao se manipular o dleo diesel € possivel determinar
exatamente quais compostos estavam no solo antes da contaminagdo, facilitando assim a
possibilidade de identificacdo dos subprodutos formados além de permitir ao pesquisador a
possibilidade de elaborar uma metodologia mais segura para ser aplicada a uma area que
sofreu com um acidente.

A duracdo dos experimentos, de maneira geral, variou de 7 dias a 176 dias (CZARMY ,
2020; JACQUES, 2019). Deve-se cuidar para que os experimentos realizados em curtos
periodos de tempo ndo limitem o resultado, visto que os agentes decompositores podem

apresentar necessidade de quantidades de dias diferentes para degradar diferentes compostos.
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5 DISCUSSAO

Depois de feita a anélise para a construcdo da presente revisdo bibliogréfica, nota-se que é
possivel avaliar se houve degradacdo dos compostos do diesel sem fazer a utilizacdo de
métodos instrumentais, acompanhando apenas a respiracdo dos microrganismos. Esses, ao
degradar compostos do 6leo, liberam CO, e H,O. Ao se medir a quantidade de CO, que foi
liberado pela respiracdo microbiana, que indica a biodegradabilidade das substancias
presentes, pode-se quantificar a degradacdo por meio da atividade metabdlica. Nesse tipo de
técnica, € necessario que haja uma medicdo da producdo de CO,com e sem a presenca dos
microrganismos. Entretanto, essa técnica € usada para profissionais que ndo dispéem de
equipamentos ou ndo tem o conhecimento necessario para aplicar métodos instrumentais
(MACHADO, 2020 e Deon, 2012). Outro método utilizado para monitorar a biodegradagédo
foi a gravimetria, que se destaca por ser um metodo de facil acesso, ndo € necessario um
conhecimento avancado na area, porem como desvantagens ndo ha nenhuma informacéo dos
compostos presentes envolvidos no processo de degradacdo. No caso da andlise da
contaminacdo do solo por 6leo diesel parte dos compostos se evaporam e a gravimetria nao
consegue distinguir essa fracdo. Por outro lado, essa técnica é bastante interessante na seleco
de microorganismos com potencial para degradacdo, pois é possivel fazer diversos testes com
diversos microorganismos diferentes sem a necessidade de realizar extragOes ou fazer analises
instrumentais. E, dessa forma, apenas aqueles microorganismos que realmente sdo efetivos no
processo de degradacdo poderiam ser investigados de forma mais aprofundada através de
extracdes e analise instrumental (LJESEVIC, 2019).

A técnica de extracdo mais comumente usada para analise de degradacédo do oOleo diesel é
a SLE. Com destaque para a USE e, principalmente, a Soxhlet, o fato de elas serem as mais
usuais deve-se a elas serem metodologias oficiais. A extracdo de Soxhlet é exaustiva, o que
significa que consegue garantir a extracdo completa dos analitos, sendo assim, a mais
adequada. Ja a extracdo por ultrassom € uma tecnica mais rapida quando comparada a
Soxhlet, que usa menor quantidade de solvente, mas a porcentagem da extragé@o varia em cada
caso e os interferentes podem influenciar mais no resultado final da extragdo. Por isso, é
interessante fazer o célculo da eficiéncia de extracdo, garantindo assim que o analito seja
extraido de forma completa, para evitar que problemas de extracdo cometidos durante a
extracdo estejam relacionados a alguns resultados de baixa degradacdo no fim da analise. Em

um dos trabalhos que fizeram uso da extracdo por ultrassom, a recuperagéo foi de 113,4%, o
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que pode justificar isso, é ter ocorrido um erro para mais, devido a alguma interferéncia na
andlise. Deve-se destacar que se o0 analista ndo possuir certos conhecimentos na area ou ndo
for monitorado por um profissional capacitado, isso pode ocasionar erros multiplos. Um dos
erros seria fazer com que o analito ndo sejam totalmente extraido da amostra inicial, o que
podera fazer com que haja uma porcentagem de degradagdo maior do que a real. Outro fator
que ocasionaria um erro, € a evaporacdo do solvente antes da analise, 0 que ocasiona que a
concentracdo do analito seja mais alta.

Quando se leva em consideracdo que o procedimento de biodegradacdo tende a reparar
danos ao meio ambiente, o ideal é que se utilize técnicas que gerem a minima quantidade
possivel de residuos levando em consideracdo os principios da quimica verde. A SPME seria
a técnica de extracdo mais adequada sob esse aspecto, pois € uma técnica altamente sensivel,
0 tempo de extracdo é pequeno quando comparado a Soxhlet e possui a vantagem de nao ser
necessario o uso de solvente, gerando uma quantidade minima de residuos. Porém, essa
técnica tem a capacidade de extracdo limitada, ou seja, ndo exaustiva, porque a partir do
momento em que a fibra utilizada atinge o equilibrio termodinamico, ndo havera mais
extracao, o que pode ser considerada uma desvantagem ja que parte do analito ficara retido na
amostra. Além da limitacdo da fibra, € um procedimento mais complexo, que se faz
necessario que o analista tenha conhecimento mais avancado no ramo da quimica analitica, e
talvez por isso o resultado tenha sido comprometido (LUZ, 2011). Uma das criticas a SPME é
0 elevado custo das fibras usadas na andlise, chegando a custar cerca de R$1200,00.
Entretanto, cabe ressaltar que uma fibra pode ser usada em cerca de 100 analises, 0 que torna
0 custo por andlise proximo & R$ 12,00, podendo ser mais barato que as extracbes que
empregam grandes quantidades de solventes organicos de elevada pureza.

Quando se trata da identificacdo dos compostos presentes nas amostras ou formados no
processo de degradacdo, a GC-MS e a GCxGC-MS sdo adequadas para esse tipo de anélise,
por serem sensiveis e conseguirem detectar compostos, mesmo que estejam em baixas
concentragdes, possibilitando inclusive que o analista consiga determinar exatamente quais
foram os compostos que se degradam melhor, em fungéo do tempo (LJESEVIC, 2019; DE
OLIVEIRA, 2020 e ALEXANDRINO, 2019). No caso da GCxGC, a melhoria na analise se
da por ser uma técnica ainda mais sensivel e que permite separar alguns compostos que se
apresentam coeluidos no GC. Um exemplo, é a mistura complexa tnica ndo resolvida (UCM),

que séo picos coeluidos que ndo sdo identificados na GC, exceto 0s picos mais intensos, no
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caso da GCxGC é possivel melhorar a separacdo e identificacdo desses picos e por isso torna-
se importante caso seja possivel a anélise nesse equipamento (DE OLIVEIRA, 2020).

Ao fazer o estudo dos trabalhos, notou-se que houve a descricdo da espectroscopia no
infravermelho, que se caracteriza por ser um método rapido, mas ndo é capaz de fazer a
separacdo dos compostos e permite apenas a determinacdo do teor de hidrocarbonetos. Seria
extremamente interessante, do ponto de vista analitico, se houvesse a andlise nos dois
equipamentos para que houvesse uma comparacdo dos metodos, usando a matriz com as
mesmas caracteristicas fisico quimicas (LUNA, 2015). A espectroscopia de IV foi aplicada
apo6s o cultivo dos microrganismos para determinar o teor de Oleo residual, através da
determinacdo do teor de hidrocarbonetos por uma série de agrupamentos C-C e C-H.

Um fato que realmente chama atencdo € que ndo houve a andlise dos produtos formados,
mesmo nos artigos que foram utilizados equipamentos capazes de detectar e identificar qual
era a substancia. E esse é um procedimento realmente muito importante, pois, assim, o
pesquisador pode garantir que, ao remediar o solo, ele ndo estard comprometendo ainda mais
0 meio em que se faz a remediacdo com a formacdo de produtos ainda mais toxicos, apos a
degradacdo do 6leo a partir dos microrganismos usados. E, além disso, ao se fazer a
identificacdo dos subprodutos é possivel identificar se houve predilecdo do microrganismo
utilizado algum grupo de compostos especifico, auxiliando na otimizagdo da remediacao.

A respeito dos microrganismos usados, observa-se os mais diversos tipos de bactérias e
fungos, até mesmo alguns autores decidiram por fazer o consorcio de bactérias e
fungos. Observa-se 0 uso de sementes, algas bacterianas, rizobactérias, minhoca e até mesmo
bactérias associadas a esterco animal. De modo geral, pode-se afirmar que o resultado que ira
se obter a partir de cada agente decompositor do 6éleo diesel esta relacionado também com
outros fatores fisico-quimicos do solo, como temperatura, pH, granulometria e minerais
presentes no solo. Inclusive, alguns dos agentes decompositores podem nédo se adaptar ao solo
contaminado, fazendo com que o método ndo seja eficaz. Outro ponto que deve ser tratado €
que, ao fazer a biorremediacéo, por exemplo, o pesquisador manipula o agente decompositor
para o solo para fazer a analise. E em algumas pesquisas, ao se fazer uma amostra sem esse
agente para controle, observa-se que as proprias bactérias ja existentes no solo sdo eficazes
assim como as que foram manipuladas (conforme observado no controle da Figura 4),

apresentando uma defesa natural do solo a toxicidade dos compostos do Oleo diesel. Esse
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procedimento é conhecido como atenuacdo monitorada, onde ao usar microrganismos nativos
evita-se o dano ainda maior a0 meio ambiente.

Para que seja realizada a analise, € necessario que seja feito o branco da analise para
avaliar de forma correta o controle da degradacdo. Quando o método se trata da identificacédo
por GC, observa-se que o branco é realizado de duas formas: ou 0s pesquisadores optaram por
fazer uma amostra sem a adi¢do dos microrganismos escolhidos por ele para degradar o 6leo,
ou realizou a andlise da amostra no primeiro dia e esse foi o branco. Podemos observar que
usar uma amostra de solo como controle, para no final comparar se a degradacao foi efetiva
ou ndo, do ponto de vista analitico ndo é a melhor forma, a menos que se esterilize 0 solo
antes. Isso porque o solo ja possui microrganismos capazes de exercer a fungdo de
degradacdo. Assim, ao se inserir o 6leo nessa amostra, mesmo que o pesquisador ndo tenha
adicionado o agente decompositor, a degradacdo vai acontecer de forma natural. Em alguns
casos, na conclusédo das pesquisas foi constatado que o solo sem adicdo do agente
decompositor apresentou maior eficacia do que quando se adicionou, alcancando até 75% da
degradacdo dos HPAs presente na amostra (BENTO, 2005). Entdo, do ponto de vista
analitico, recomenda-se que o branco seja feito a partir da area dos picos apresentados no GC,
a partir do tempo zero.

Algo que se destaca na analise € que algumas bactérias sdo usadas com o objetivo de
produzir biossurfactantes. Esses sdo compostos que apresentam atividade surfactante, tendo a
funcdo de melhorar a solubilidade dos contaminantes presentes na andlise a fim de acelerar o
processo de biodegradacdo. Por outro lado, se os compostos ficam mais sollveis, ele podera
atingir mais rapido a fracdo de &gua subterranea piorando a contaminacdo que antes era
apenas do solo. E se ndo houver esse tipo de tentativa de remediagdo pode ser que as proprias
bactérias presentes no local de contaminacao consigam degradar o éleo. Porque, uma vez que
a remediacdo de um acidente deve ser feita fora do laboratorio, torna-se extremamente
complicado controlar todos os efeitos que serdo gerados a partir da acdo de remediacdo. E ¢
importante ressaltar também que, dependendo do local que ocorrer o acidente e a temperatura
do ambiente, alguns compostos vao ser rapidamente evaporados. (BENTO, 2005).

Além disso, alguns autores fizeram o0 uso de reagentes quimicos como agente
decompositor dos hidrocarbonetos. Observou-se 0 uso do permanganato de sddio e obteve
resultado de 75% de degradacdo dos HPASs presentes no oleo diesel (CAVALCANTI, 2020).

H& também outros tipos de oxidantes usados na degradacdo de HPAs, porém, ndo foram
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usados no estudo da degradacdo do 6leo diesel, mas é relevante levar em consideracdo a
observacdo que se fez. Constatou-se que o0 uso do permanganato de potassio na degradacao de
HPAs foi eficaz, mas houve formacdo de compostos HPAs oxigenados, que foi verificado por
uma analise feita por GC-MS. Foi constatado que a formacdo desses subprodutos é devido a
degradacdo incompleta dos compostos, 0 que pode ser evitado usando a dosagem correta do
oxidante (BOULANGE, 2019). J& em outra pesquisa, aponta como desvantagem de usar
oxidantes no tratamento de solo contaminado com HPAs é a producéo rapida da hidroxila no
solo, apresentando curto prazo de vida util e baixa transferéncia de massa em ambiente
subterraneo (VENNY, 2012). Nesses dois trabalhos fica explicita a necessidade de que haja a
andlise dos subprodutos formados a partir da degradacao visto que HPAs oxigenados também
podem ser tdxicos. Na pesquisa de Cavalcanti, que avaliou a degradacdo dos HPAs
provenientes de 6leo diesel, ndo foi feita a analise para identificacdo, porém, pode ser que o
mesmo subproduto tenha sido formado, ja que em ambas as pesquisas foram usadas o
permanganato como agente decompositor (CAVALCANTI, 2020).

Visto isso, para andlise da degradacgdo de 6leo diesel em solo contaminado, sugere-se que
as proximas pesquisas sejam feitas de forma mais cuidadosa, buscando profissionais
capacitados, com conhecimentos quimicos para aplicar as técnicas analiticas da melhor forma
possivel, esse ponto foi levantando ao logo do trabalho porque muitas pesquisas foram
desenvolvidas por pesquisadores de outras areas, como agrénomos, engenheiros ou biélogos
gue ndo tem tanto conhecimento em instrumentacdo quimica. Caso seja empregada alguma
metodologia baseada na extracdo com solventes, sugere-se que use dois solventes de
polaridades complementares para que haja extracdo mais ampla dos compostos presentes na
amostra, como o diclorometano ou hexano com tolueno ou acetona. Além disso, uma técnica
de extracdo que se torna interessante ser usada € a SPME, pois evita o uso desses solventes
gue sao tdxicos, é automatizada, sensivel e minimiza o tempo de analise.

Ao que se refere a deteccéo e identificagdo dos compostos, recomenda-se que seja usado 0
GC-MS. E, ainda, caso os estudiosos que se interessem pela area tenham acesso ao GC-MS
ou a0 GCxGC-MS, que seja feita a analise do produto gerado na degradacdo do 6leo diesel
por diferentes agentes decompositores, assim, podendo evitar também o problema de se gerar
um subproduto ainda mais toxico causando um problema ainda maior.

A estatistica mostra-se util quando se trata de calculos necessarios para se determinar a

porcentagem de degradacdo, principalmente quando se mede area de pico, area total dos
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compostos ou quando se faz uso da gravimetria. Outra ferramenta auxiliar de extrema
importancia é a quimiometria que pode ser aplicada aos dados de GC para organizar 0s
resultados obtidos, classificar e detectar resultados discrepantes, tendéncias de similaridade
entre amostras ou ainda ser usada como ferramenta para verificar quais picos aumentaram ao
longo do tempo, indicando a formacgdo de subprodutos. Nos trabalhos investigados nesse
estudo, a quimiometria foi empregada em apenas dois trabalhos. O motivo dos pesquisadores
ndo terem usado provavelmente se da devido a sua complexidade ou falta mdo de obra
capacitada. Entretanto, trabalhos que envolvem varios cromatogramas ao longo do tempo de
degradacéo, sendo que cada cromatograma pode apresentar centenas de picos variando ao
longo do tempo, a andlise quimiométrica permite extrair informac6es que sdo impossiveis de
serem obtidas empregando apenas médias das areas de pico. Entdo, ndo se pode afirmar que a
auséncia da técnica compromete a analise, mas seria uma ferramenta extremamente til para
agrupar os resultados.

Outro estudo que considera-se importante € a analise de degradacgéo de 6leo diesel no solo
usando um reagente quimico como agente de degradacdo, ja que os estudos citados nesse
trabalho, foram andlises feitas fora do Brasil e a composicdo do Oleo diesel pode sofrer
alteracdo. Os trabalhos aqui citados, que usaram esse tipo de reagente para degradar HPAS
obtiveram resultados satisfatérios com mais de 70% da quantidade total de hidrocarbonetos
degradados. E, nesse caso, indica-se que haja atencdo redobrada na dosagem do reagente
usado a fim de evitar que subprodutos ainda mais toxicos sejam formados. A partir de todo
esse estudo, construiu-se a proposta de duas metodologias para analise quimica da degradacéo
do 6leo diesel no solo.

5.1 Proposta de metodologia

Para a analise quimica da degradacdo do 6leo diesel no solo por um agente decompositor,
sugere-se dois caminhos diferentes. No primeiro caso, opta-se por utilizar a metodologia
oficial, usando EPA 3540C (extragdo Soxhlet) como método extrator. Primeiro deve-se retirar
0s corpos solidos estranhos da amostra, tais como: galhos, folhas, pedras ou outros. Depois,
deve-se pesar 10 g da amostra e adicionar 10 g de sulfato de sodio anidro, colocando-os em
uma extracdo com um tampéo de 1a de vidro acima e abaixo da amostra. Adiciona-se 300 mL
do solvente, que pode ser a mistura de hexano e acetona como sugerido na metodologia ou
ainda diclometano com metanol que é menos toxico e, segundo a literatura, ndo compromete

significativamente extracdo de HPA.O solvente é inserido em um baldo de fundo redondo de



50

500 mL, adaptado ao tubo condensador e o sistema é deixado em refluxo de 16 a 24 horas.
Depois que o processo finaliza e resfria, faz-se a concentracdo do extrato empregando um
rotaevaporador e injeta-se 1 uL do extrato concentrado no GC-MS em uma temperatura de
250 - 300 ° C. A temperatura da coluna cromatogréafica deve ser programada para rampas de
aquecimento da seguinte forma: temperatura inicial de 40 °C por 4 min, aquecimento de 40 -
270 ° C a 10 ° C por minuto, a temperatura final de 270 °C deve ser mantida até que o
benzo[ghi]perileno eluir. Supondo um experimento com duracdo de 90 dias de degradacdo,
sugere-se que essa analise seja realizada em triplicata no dia 0 (branco), dia 1, dia 15, dia 30,
dia 60 e dia 90. Assim, com os cromatogramas gerados, pode ser feita a comparagdo dos picos
para determinar se a degradacdo foi efetiva e se houve formacdo de novos picos, sendo 0s
picos identificados por GC-MS.

Ja no segundo caso, propde uma alteracdo apenas no método de extracdo utilizado,
substituindo a extracdo de Soxhlet por SPME. Nesse caso, para fazer a coleta da amostra
deve-se usar uma fibra de SPME de polimetilsiloxane/divinilbenzeno com didmetro de 65
mm, inserindo cerca de 5 g de solo contaminado em um tubo para SPME e mantido por 45
min, para que seja realizada a extracdo e pré-concentracdo dos compostos de interesse
presentes no headspace. Os compostos que forem sorvidos pela fibra devem ser dessorvidos
no injetor do GC-MS a 250 °C por cerca de 5 min. As informagdes cromatogréaficas e o tempo
de degradacdo serdo os mesmos do método anterior. Entretanto, sugere-se fazer a analise
qguimiomeétrica (PCA), podendo identificar se houve a formacao de subprodutos ou néo e além
disso, fazer a verificacdo dos picos que diminuiram ao passar do tempo e quais picos surgiram
ou aumentaram a concentragdo. Dessa forma, pode-se confirmar se todos 0s compostos de
fato degradaram, confirmando assim se a remediacdo foi eficaz. Essas propostas foram feitas

para que a propria autora realize o experimento em sua pds graduacao.
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6 CONCLUSAO

A presente pesquisa teve como proposta fazer uma revisdo bibliografica para que fosse
possivel apontar os melhores métodos analiticos para a investigacdo de degradacdo de 6leo
diesel, quando contamina o solo. No desenvolvimento da pesquisa, deparou-se com inimeras
opcOes de agente decompositor, que podem ser usados nessa area, e variacdes de combinacdes
de técnicas analiticas que viabilizassem a obtenc¢éo do resultado detalhado.

Em suma, se direciona que as proximas pesquisas desenvolvidas na UFLA devam ser
feitas usando uma das metodologias propostas nesse trabalho. De acordo com o0s
equipamentos disponiveis no laboratorio, devem ser usados uma técnica de extragdo que gere
0 minimo de residuo possivel, como no caso da SPME (metodologia Il). Ou, caso ndo seja
possivel, usar a SLE, no caso da extragdo por Soxhlet (metodologia I). Ja para fazer a
identificacdo dos compostos, se recomenda a GC-MS para fazer o monitoramento da
degradacdo, sendo possivel a identificacdo de cada produto. Sugere-se também que faca o
estudo dos subprodutos, caso haja formacdo. E importante que o pesquisador anexe 0s
cromatogramas obtidos na analise de forma geral e ndo em triplicatas, para que caso outro
pesquisador tenha interesse consiga entender exatamente o que foi obtido no estudo, esses

cromatogramas devem ser dispostos do dia zero ao fim da analise.
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