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RESUMO

O aquifero Serpa-Brinches corresponde ao sector Este do sistema aquifero dos gabros de Beja (SAGB) e é
caracterizado como sendo livre e pouco profundo. Devido as suas caracteristicas geolégicas e hidrogeol égicas
este aquifero é considerado muito vulneravel a contaminagdo, apresentando geral mente concentracdes de nitrato
superiores ao valor permitido por Lei, 50 mg/l.

A biorremediacao, por bioestimulacdo, consiste numa estratégia de remocao de nitrato frequentemente adoptada
dada a sua accdo répida, baixo investimento e aplicacdo in-situ. Esta técnica baseia-se no processo de
desnitrificacdo bioldgica, sendo este responsavel pela reducdo do nitrato a azoto molecular. Neste estudo, a
estimulacdo deste processo foi realizada através da adicdo de uma fonte de carbono a agua subterranea (etanal,
serradura, carvao, &cido citrico ou acido acético).

De forma a identificar o melhor plano de biorremediagéo do aquifero em estudo, seleccionaram-se a fonte de
carbono e o consorcio de microrganismos mais eficientes na remogao de nitrato do meio.

Foi ainda ssmulado o fluxo e movimento de particulas no aquifero, para identificar a técnica de aplicagdo in-situ
mais adequada a estratégia de biorremediacdo desenvolvida neste estudo

Pavras-Chave: Aquifero Serpa-Brinches, biorremediacéo, bioestimulago, nitrato.

ABSTRACT

Serpa-Brinches aquifer corresponds to the Este sector of the gabros de Beja aquifer system, being characterized
as unconfined and shallow. Due to its geologic and hidrogeologic characteristics this aquifer is very vulnerable
to contamination, presenting nitrate concentrations generally higher than allowed by law, 50 mg/I.

The bioremediation, by Biostimulation, consists in a nitrate removal strategy frequently adopted due its quick
action, low investment and on-site application. This technique is based on the process of biologic denitrification,
being responsible for the nitrate reduction to molecular nitrogen. In this study, the stimulation of this process
was made through the addiction of a carbon source to the groundwater (ethanol, sawdust, coal, citric acid or
acetic acid).

To identify the most suited bioremediation plan for the Serpa-Brinches aquifer, the most efficient carbon source
and microbial consortium on the nitrate removal from the medium, were selected.

It was also simulated the aguifer flow and particle movement, to identify the on-site application most suited to
the bioremediation strategy developed in this study.

Keywords: Serpa-Brinches aquifer, bioremediation, biostimulation, nitrate.

INTRODUCAO

As principais causas de poluic¢&o por nitrato em Portugal tém origem, sobretudo, naintensificagéo da agricultura
de regadio e na actividade pecuéria.

Uma das grandes preocupacdes acerca da presenca de nitrato em agua para consumo humano esta relacionada
com a toxicidade deste composto, uma vez que o nitrato pode ser reduzido a nitrito pelo metabolismo humano.
Quando esta reducéo ocorre no organismo humano pode causar uma doenca designada metemoglobinémia, que
afecta mai oritariamente bebés com menos de 6 meses de idade. Alguns autores (Soares, 2000; Gulis et al, 2002,
Agostinho e Pimentel, 2005) conseguiram ainda estabelecer uma ligagdo entre aingestdo de nitrato e a formagéo
de carcinomas, em determinados casos. Contudo, sd0 necessarios mais estudos para afirmar com certeza a
existéncia dessarelacdo (van Loon et al, 1997; Yang et al, 2007).
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Devido as potenciais consequéncias derivadas da ingestdo de nitrato, € fundamental recorrer atempadamente a
técnicas adequadas a sua remocdo, de modo a evitar o consumo de agua contaminada, uma vez que 0s
tratamentos convencionais ndo removem eficazmente este composto (Soares, 2000).

ENQUADRAMENTO GEOLOGICO E HIDROGEOL OGICO

O SAGB é essencialmente constituido por gabros e dioritos, pertencentes ao Complexo igneo de Beja e a0
Complexo Ofiolitico de BegaAcebuches. Em termos hidrogeoldgicos, estas litologias apresentam um
comportamento hidrodinamico e hidroguimico relativamente homogéneo, o que permite considera-las num dnico
conjunto.

O sistema exibe um comportamento de aquifero livre e misto de caracteristicas porosas e fissuradas (Duque,
1997, 2005; Duque e Almeida, 1998; Paralta, 2000).

Duque (2005) estimou a transmissividade média de 37,9 m?dia para este aquifero, mediana de 16,2 m?/dia,
minimo de 3,1 m?/dia e méximo de 371,4 m?/dia. Segundo este autor, a distribuicdo da transmissividade tem uma
grande variabilidade espacial, como é caracteristico de aguiferos fracturados, sendo que as areas do aquifero com
menor transmissividade se encontram representadas ao redor de Serpa.

A condutividade varia localmente, observando-se variagcdes entre 0,0002 m/dia a 25 m/dia. Os valores mais
baixos estdo associados as zonas constituidas por blocos mais compactos e os valores mais elevados a zonas
mais alteradas e fracturadas (Duque, 2005).

A superficie piezométrica acompanha aproximadamente o modelado topogréfico, com gradientes suaves entre 2
e 4% para Oeste, encontrando-se a poucos metros de profundidade (entre 0,75 e 5 m de profundidade, Duque e
Almeida, 1998), embora na época estival o nivel piezométrico desga alguns metros.

A principal fonte de recarga do sistema aquifero provém da precipitagdo que se infiltra em toda a area de
afloramento do sistema, embora as zonas mais elevadas sgjam mais propicias para esse efeito. O sistema
descarrega através de nascentes e, fundamental mente, nas linhas de agua, até ser atingido o nivel de equilibrio.

A é&gua subterranea proveniente deste aquifero apresenta, geralmente, elevada mineralizacdo, apresentado
medianas de condutividade eléctrica e residuo seco de 684 uS/cm e 484 mg/l, pH com tendéncia alcalina (> 7) e
facies bicarbonatadas cal co-magnesianas dada a circulag8o da dgua em rochas igneas basicas (gabros), (Paralta,
2000).

O principal problema ao nivel do consumo humano das aguas deste aquifero prende-se com os teores em nitrato,
gue frequentemente ultrapassam o limite legalmente imposto, 50 mg/l (Duque e Almeida, 1998, Duque, 2005,
Paralta, 2000, Paralta e Francés, 2000).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Foram efectuadas quatro amostragens de &gua subterrnea para a redlizagdo do mesmo nimeros de ensaios
laboratoriais. Sendo o aquifero de Serpa-Brinches rel ativamente uniforme do ponto de vista litol6gico, quimico e
ambiental, optou-se por recolher dgua num pogo (“Horta dos Banhos”) onde se juntam &guas de vérias
captacoes.

Os resultados obtidos no primeiro ensaio laboratorial permitiram concluir que a atenuagéo natural do aquifero,
expressa por um controlo, ndo teve capacidade para reduzir a concentracdo de nitrato presente no meio até
valores permitidos por Lel para aguas de consumo humano, justificando a necessidade de se recorrer a
bioestimulacdo. A utilizacdo dos bioestimuladores, &cido acético e &cido citrico como fontes de carbono nas
concentracdes adoptadas (0,1 M e 0,030 M, respectivamente) para este trabalho eram inadequadas uma vez que
reduziam drasticamente o pH da agua (3,4 e 2,7, respectivamente). Os valores de pH referidos ndo suportam o
crescimento da maior parte das bactérias desnitrificantes e para aém disso, a agua para consumo humano nao
pode apresentar pH inferior a 6,5 (Decreto-Lei n.° 306/2007 de 27 de Agosto)
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Figura 1 - Concentragdes de nitrato presente nas amostras do primeiro ensaio.
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12 A segunda fonte de carbono mais eficiente foi o
== Canirolo etanol (fonte de carbono de referéncia), tendo

- —B—Canvo permitido uma redugdo de nitrato de 86% (Figura

8 / \ semaum  1)- Ta como na serradura, a elevada reducdo de
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0 remog&o eficiente do nitrato presente no meio (12%

' de remog&o), n&o tendo sido atingido o valor limite

imposto na Lel (Figura1). Umavez que a utilizagdo

do carvéo ndo permitiu remover a maior parte do

nitrato existente no meio, ndo houve uma formagdo de nitrito tdo elevada. Ainda assim, o valor de nitrito
resultante da adi¢éo do carvao esteve também acima dos 0,5 mg/l durante a duracdo do tratamento.

A relacdo observada entre as fontes de carbono em termos de eficiéncia de remocdo de nitrato manteve-se

também ao nivel do nimero mais provavel de (NMP) microrgani smos presentes nas amostras tratadas (Figura 3).
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Figura 2 - Concentragdes de nitrito prezente nas amostras do primeiro snsaio.
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crescimento de microrganismos (Figura 3).
O segundo ensaio efectuado ndo forneceu confianga nos resultados, uma vez que a leitura do NMP de
microrganismos presentes nas amostras analisadas indicou a ocorréncia de contaminagfes nos ensaios
microbiol 6gicos, pelo que se optou por ndo o considerar para o estudo.
Os resultados obtidos no terceiro ensaio foram muito semelhantes aos do primeiro. Neste, a serradura permitiu a
remogdo total do nitrito formado em 10 ,
consequéncia da elevada reducgdo de nitrato /\
(Figura 4), o que permite inferir que uma T cone
fraccdo da populacdo microbiana presente e \ /-\ S
nestas amostras tem a capacidade de efectuar 4 : Sermadura
a desnitrificacido completa do nitrato, ) / / \ e tanl

~ ~ T I s30T [Imite
promovendo a sua remoc&o sem acumulacéo H
de nitrito no final do processo. o0 1 : : )
Através da andlise dos resultados do primeiro Tempo [semanss)
e terceiro ensaio foi possivel identificar a *
wrwura como a fonte de Cal'bOI’IO maIS Figura 4 -I::oncen:ragiio da nitrito prasante Nas amostras de agua subterrdnes anallsadas no
eficiente na remoc&o de nitrato do meio. O terceiro ensaio laboratorial.
consorcio microbiano mais eficiente nessa remogao foi proveniente da amostra de agua subterranea com adicéo
de serradura, ao fim de 4 semanas de tratamento, no terceiro ensaio.
O guarto ensaio laboratorial foi efectuado unicamente para determinar em quantos dias a metodol ogia adoptada
(bioestimulacéo por serradura) reduzia o nitrato presente no meio a valores inferiores ao legislado para dgua de
consumo humano. O conhecimento desta situacdo reveste-se de elevada importéncia na ssmulagdo do
funcionamento do aquifero, permitindo o conhecimento do que aconteceria no aquifero apds a bioestimulacéo.
Sendo o valor inicia de nitrato presente na dgua amostrada de 65,4 mg/l, quatro dias foram suficientes para uma
reducdo de nitrato que permitisse atingir o valor estipulado por lei para consumo humano.
A sequenciagdo dos genes de rRNA 16S (RNA ribossomal da subunidade pequena do ribossoma) dos
microrganismos pertencentes ao consorcio seleccionado permitiu a identificagdo dos seguintes géneros:
Aeromonas, Klebsiella, Sphingomonas, Rhizobium, Agrobacterium, Enterobacter, Comamonas, Erwinia,
Pantoea e Klebsiella. Lim et al (2005), identificaram como bactérias desnitrificantes os géneros Aeromonas,
Klebsiella, Enterobacter e Comamonas. Em 2006, Shapleigh, elaborou uma lista de géneros que incluem
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desnitrificantes, da qual fazem parte as bactérias Agrobacterium e Rhizobium. No “Bergey! 's Manual of
Systematic Bacteriology” (George e Garrity, 2005), os géneros Sphingomonas e Erwinia sdo igualmente
descritos como potencialmente desnitrificantes. A presenca de um grande nimero de bactérias desnitrificantes no
consorcio estudado é concordante e justifica a total remoc&o de nitrato sem acumulacdo de nitrito. Apenas uma
das bactérias identificadas (Pantoea sp.) ndo se encontra relacionada com géneros que incluem desnitrificantes.
Segundo “Bergey’s”, algumas estirpes do género Pantoea sdo capazes de degradar madeira. Esta pode, por outro
lado, desempenhar um papel importante ao nivel da degradacdo da serradura adicionada a agua subterranea.
Quanto aos habitats dos géneros e/ou espécies identificadas, a maioria dos microrganismos desnitrificantes
identificados podem ser encontrados numa grande diversidade de ambientes, incluindo ambientes aquéaticos e
solo. Estes factos estéo de acordo com a origem dos isolados (um aquifero), suportando a sua origem autoctone.
No que diz respeito as fontes de carbono que podem suportar o crescimento dos grupos identificados, estas
incluem vérios compostos complexos o que indica a possibilidade de algumas espécies conseguirem degradar a
serradura.

A simulagdo de fluxo e movimento de particulas efectuada para o aquifero Serpa-Brinches, permitiu identificar
gue a metodologia de remediacdo mais eficaz corresponde ao espalhamento da serradura no solo numa zona de
recarga preferencial do aquifero. Deste modo, a agua de infiltracéo disponibilizaria o carbono orgénico fornecido
pela serradura e conduzi-lo-ia para 0 aquifero, de forma a permitir a bioestimulacdo da agua subterranea e a
reducdo da carga de nitrato e nitrito.

CONCLUSOES

Este trabalho permitiu avaliar, através de uma perspectiva integrada, as condi¢cbes hidrogeoldgicas e
microbiolégicas do aquifero Serpa-Brinches de forma a seleccionar a técnica de aplicacdo da biorremediagéo
mais adequada a remocao de nitrato da agua subterranea.

Através do trabalho desenvolvido foi possivel seleccionar a serradura como a fonte de carbono mais eficiente no
suporte ao crescimento de microrganismos capazes de proceder a remogao de nitrato e nitrito do meio a tratar.
Esta fonte de carbono demonstrou ter uma eficiéncia superior ao etanol, considerada a fonte de carbono de
referéncia neste estudo. Para além disso, a serradura, sendo uma fonte de carbono alternativa, apresenta a
vantagem ser um desperdicio industrial, resultando no seu baixo custo, além de que se torna facil a sua remocéo
no final do tratamento.

O isolamento dos microrganismos do consorcio seleccionado permitiu concluir que parte destes microrganismos,
presentes no agquifero em estudo, apresentam um elevado potencial de remocdo do nitrato e nitrito do meio,
sendo também capazes de degradar a serradura adicionada.

Através da modelagdo de fluxo e movimento de particulas no aquifero Serpa-Brinches, considerou-se que a
metodologia de biorremediacdo por serradura mais eficaz na remocdo do nitrato do meio seria a aplicagdo de
serradura ao solo nas zonas de recarga do aquifero.
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