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SOLOS — DETERMINACAO DA BIODEGRADACAO 16.350

DE RESIDUOS — METODO RESPIROMETRICO DE '
CETESB

BARTHA ABR/90
Método de ensaio
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INTRODUCAO

O comportamento da respiracde do selo é considerado como um indicador da
sua atividade microbiana, bem como doefeito de toxicidade e da biodegradacgao
de compostos organicos adicionados,ao solo. O comportamento da respiracao
pode ser avaliado através da medida do oxigénio consumido ou através da
medida do gas carbonico ‘produzide; durante a biodegradacdo dos compostos
organicos.

A medida do gas carbénico, produzido pode ser efetuada em sistemas de fluxo
continuo ou em “sistemas fechados. Os sistemas de fluxo continuo se
caracterizam por.camaras de incubacao, por onde é passado um fluxo de ar
isento/de CO2, sendo o ar efluente passado através de solucdo alcalina para
remover o COz |produzido pela respiracdo do solo. O respirbmetro de Bartha é
um sistema fechado, constituido de duas camaras interligadas, onde ocorrem a
biodegradagdo e a remocdo do CO:2 produzido para quantificacdo, sendo
utilizado para se estimar a respiracdo de um solo a que foi adicionado um
residuo.

O meétodo respirométrico de Bartha € Simples e de baixo custo para se
determinar a biodegradacdo de residuos em solos, estando amplamente
divulgado na literatura, o que indica a sua aceitacdo como método adequado
para esse fim.
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1 OBJETIVO

1.1 Esta Norma prescreve 0 método respirométrico de Bartha para
determinacdo da taxa de biodegradacdo da matéria organica contida e,
residuos a serem tratados em solos.

1.2 Por meio deste método € possivel:
a) Classificar residuos para tratamento no solo;

b) Inferir as condicbes de manejo de sistema de tratamento no solo
(landfarming), em escala piloto, tais como:

— taxa de aplicacéao;

— necessidade de corre¢cao do pH do solo;
— condic@es ideais de umidade;

— balanceamento de nutrientes;

— préaticas que promovam a mistura adequada do‘residuo ao solo,
permitindo a manutencdo de condi¢gdes aerobias necesséarias a
degradacéo.

2 NORMAS COMPLEMENTARES

Na aplicacdo desta Norma € negessario consultar:

— NBR 5734 — Peneiras/de ensaio O\Especificacao

— NBR 10004 — Residua@s sdlidos — Classificacéo

— NBR 10007 — Amostragem de residuos — Procedimento

— CETESB L5&227 - Bioensaio de toxidade aguda com Photobacterium
phosphreum —'Sistema Microtox — Método de ensaio

— CETESB, L6.245%— Solos - Coleta e preparacdo de amostras —
Procedimento:

3 APRARELHAGEM

3.1 Aparelhagém e vidraria usuais de laboratorio
3.2 Peneira ABNT 2,0 mm (ver NBR 5734).
3.3 Respirbmetros de Bartha

O esquema do respirdbmetro encontra-se na Figura. S8o0 necessarios quatro
respirdbmetros para cada tratamento.

3.4 Seringas descartaveis, de 10 mL, com canhao Luer.

3.5 Sistema de fornecimento de ar comprimido, isento de agua e 6leo
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4 .EXECUCAO DO ENSAIO
4.1 Reagentes e solucdes

4.1.1 Agua isenta de CO>

i - Tampa da canula C
B - canula (1 entr= 1 ¢ 2mm), con
cannao Luer
{ - Rolha de berrachs
[ - Brago lateral (@~40 a0 K100 ma)
f - Solugao de KOH e
r - Selo S
f - Frascoe Erlenmeyer {2e0 =ul)
H - Valvuls I
1 - Suporte (1a de vidro ou algodac)
J - Filtro de ascarits (P-15mm; 140 mn ) S,
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FIGURA — Vista em corte de um tespirbmetro
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Ferver agua destilada durante 30 minutos, transferir para frasco com filtro de
ascarita e deixar esfriar até a temperatura ambiente.

4.1.2 Solucdode KOHO0,2 N

Dissolver 11,2 g KOH em 1000ml de agua isenta de CO2. Manter em frasco com
filtro de ascarita. Padronizar contra 100 mL de soluc&o 0,200 N de ftalato acido
de potassio com indicador vermelho de metila (2 gotas), antes de cada ensaio.

4.1.3 Solucao de ftalato acido de potassio 0,200 N

Pesar exatamente 40,860 g de ftalato acido de potassio (CeHaCOOK.COOH),
seco em estufa a 110-120°C, por 30 minutos, e resfriar em desseeador.
Dissolver em 500 mL de agua destilada isenta de CO2, em baldo volumétrico, e
completar para 1000 mL.

4.1.4 Solucao indicadora de vermelho de metila

Dissolver 0,2 g de vermelho de metila em 60 mL de etanol p-a. e completar com
agua destilada para 100 mL.

4.1.5 Solucdo padraode HCI0,1 N

Transferir cerca de 8,5 mL de HCl«oncentracdo.p.a. para um baldo volumétrico
de 1000 mL e completar o volume eom agua-destilada. Padronizar contra 100
mL de solucdo de carbonato de s6dig,0,100 mL, usando vermelho de metila
como indicador (2 gotas).

4.1.6 Solucéo de carbonato de.sédie 0,100 N

Pesar exatamente’5,300'gide carbonato de sédio em p6, seco a 200° C por uma
hora e resfriado em dessecador, e dissolver em 500 mL de 4gua destilada isenta
de CO:2 a 15° C. Transferinguantitativamente para baldo volumétrico de 1000 mL
e completar o volume ¢em agua destilada isenta de COx.

4.1.7 [ Solucdo de.BaCl21 N

Dissolver. 12,2 g de BaCl2.2H20 em baldo volumétrico de 100 mL e completar o
volume comragua destilada.

4.1.8 Solucao indicadora de fenolftaleina

Dissolver 0,2 g de fenolftaleina em 60 mL de etanol p.a. e completar com agua
destilada para 100 mL.

4.2  Procedimentos para solos

4.2.1 Amostragem e preparacao

Os critérios par coleta e preparacdao das amostras de solo devem seguir as
recomendacdes da CETESB L6.245.
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4.2.2 Caracterizacdo

Para caracterizar o solo devem ser feitas as seguintes determinacdes, cujos
procedimentos estdo descritos no Anexo A:

a) densidade global,

b) capacidade de campo e umidade;
c) pH inicial;

d) curva de neutralizagao.

4.3  Procedimentos para o residuo

4.3.1 Riscos de manipulacao

E necessario certificar-se da procedéncia e provavel ‘eomposigéo ‘do residuo,
tendo em vista os riscos envolvidos em manipulacdo. E recomendavel consultar
a NBR 10 004.

4.3.2 Amostragem do residuo

Deve ser realizada de acordo com a NBR 20 007.

4.3.3 Caracterizacdo

Antes de iniciar o teste de biodegradagao, € necessario determinar:
a) Toxicidade aguda (CETESB L5227);

b) Residuo total; fixo.e volatil;

c) Conteudo de agua;

d) Conteudo‘de carbono organico, nitrogénio e fésforo;
e) Conteudo de éleos e graxas (para residuos oleosos);
)y Metais pesados (triagem e quantificacao);

g) pH.

4.4 Procedimentos para 0 ensaio

4.4.1 Preparacédo da mistura solo-residuo

Para cada respirometro, pesar (50 +/- 0,1) g de solo com unidade residual
conhecida, determinada conforme A-3.7. Pesar a quantidade de residuo (Mr)
correspondente a taxa de aplicacdo selecionada a partir de ensaios de
toxicidade aguda por sistema Microtox (ver Anexo B) ou equivalente. Misturar o
solo e o residuo, do modo a garantir homogeneidade. Como alternativa, pode
ser preparada a mistura das massas totais de solo e residuo necessaria para
todos os respirdmetros submetidos. A mesma taxa de aplicacdo. Recomenda-se
pesar um excesso de 10% a 20% para compensar perdas durante 0 manuseio.
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4.4.2 Balanceamento de nutrientes

Com base no conteudo de carbono do residuo, deve-se adicionar sais de
nitrogénio e fosforo, de modo a atingir as seguintes relacdes: C/N = 60 e C/P =
300. E fundamental a utilizag&o de reagentes que n&o interfiram no pH do solo e

nos equilibrios de CO2, bicarbonatos e carbonatos.

4.4.3 Ajuste da umidade do solo

Calcular, a partir da capacidade de campo (ver A-3.8), da umidade residual (ver
A-3.7) e do conteudo de agua do residuo (ver 4.3.3-c), a quantidade de agua
necessaria para que cada respirbmetro opere com umidade do selorentre 50% e
70% da capacidade de campo. As quantidades dos sais de nitrogénio e fosforo
obtidas em 4.4.2 devem ser adicionadas a essa/Quantidade de agua.
Recomenda-se um excesso adequado desta solucéo.

4.4.4 Montagem dos respirbmetros

4.4.4.1 Introducdo da mistura solo-residuo

Para cada respirdometro com mesma condi¢cdo de teste, adicionar a quantidade
calculada da solugéo de nutrientes preparadaxde acordo com 4.4.3. Em seguida,
adicionar a quantidade de mistura“selo-residuo, preparada de acordo com 4.4.1,
sobre a solugdo ja presente™no ‘respirbmetro, de modo a garantir uma
distribuicdo homogénea da’ agua no selo, por capilaridade. Instalar a parte
superior do respirometre, devidamente ‘preenchida com ascarita, mantendo a
valvula de ventilacdo fechada."Montarem triplicata.

4.4.4.2 Preparacaotdo sistema de absorcdo de CO?2

Adicionar 10,0 mL'de solugéo de KOH (ver 4.1.2) ao braco lateral e fechar com a
respectivaxolha (ver Figura).

4.4.4.3 Réspirbmetro para controle

Preparar, ‘pard cada condicdo de teste, um conjunto de trés respirdbmetros-
controle, contendo as mesmas quantidades de nutrientes, agua e solo, omitindo
a adicdo de residuo.

4.45 Medida de biodegradacdo

Através de medidas de CO2 produzido (diferenca entre a producdo com residuo
e a do controle correspondente) durante o periodo de incubagéo, é possivel
estimar tempos de inducéo para inicio da biodegradacao, velocidade maxima e
fracdo de residuo que foi degradada.



CETESB/L6.350

4.45.1 Incubacéo
Os respirdmetros devem ser incubados a (20 +/- 2) °C, submetidos a fotoperiodo

de 12 horas, até a parada total de producdo de CO2 em trés de terminacdes
consecutivas ou, pelo menos, por 15 dias. Condi¢cbes diferentes das descritas
devem ser relatadas juntamente com os resultados.

4.45.2 Determinacdo da quantidade de CO2 produzido

4.45.2.1 Preparar, para cada amostra de teste, 2 frascos Erlenmeyer de 100
mL, adicionando a cada um deles:

a) 2 gotas de fenolftaleina;
b) 1 mL de uma solucéo de BaCl2 1 N.

4.45.2.2 Remover a rolha de borracha do filtro de asearita do respirdbmetro-
teste e abrir a valvula. Remover a tampa da canula,do bracolateral.

4.45.2.3 Usando uma seringa de 10 mL, transferir a solucdo de KOH do
braco lateral do respirbmetro-teste para um frasco Erlenmeyer preparado

conforme 4.10.1. Encher a seringa com 10 mL de agua isenta de CO2 injetar no
braco lateral do respirbmetro para lavagem do mesmo e, com a seringa,
transferir essa quantidade de_agua para o Erlenmeyer. Repetir a lavagem por
mais duas vezes e titular imediatamente.

445.2.4 Usando outra seringa de 10 mL, adicionar exatamente 10 mL de
uma solucéo de KOH_0,2 Nhao braco lateral do respirometro-teste. Recolocar a
tampa da canula’ no\ braco“lateral, fechar a vélvula e recolocar a rolha de
borracha do filtro de ascarina. Retornar o respirdbmetro para incubacao conforme
4.4.5.1 até a determinacdo seguinte.

4.45.25 Titular o contetdo do Erlenmeyer com HC1 0,1 N, fator conhecido,
introduzindo o Acido rapidamente no inicio e mais lentamente quando préximo
do pontade viragem da fenolftaleina. Anotar a quantidade de acido necessaria.

4.45.2.6 Repetir as operacdes descritas em 4.4.5.2.2 a 4.4.5.2.5 para o
respirdbmetro-controle correspondente.

4.4.5.2.7 Em um Erlenmeyer de 100 mL, preparar uma prova em branco
contendo:

a) 10mL de solucdo de KOH 0,2 N, adicionados com seringas de
10 mL;

b) 2 gotas de fenolftaleina;

c) 1 mL de solucao de BaCl2 1N;
7



CETESB/L6.350

d) 30 mL de agua isenta de CO2.
Titular conforme 4.4.5.2.5.

5 RESULTADOS

5.1 Quantidade de CO2 produzida no respirbmetro-teste

Para cada respirdbmetro a producdo de gas carbbnico entre a determinacao
anterior e a presente € calculada por:

1 f % 20 . P
pmol CO, = (A-B) x 50 = L.,

“sole (residuo)
Onde:
A = volume de HCI 0,1N gasto para titular o branco, em mL
B = volume de HCI 0,1 N gasto para titular o tratamento, emmL
50 = fator para transformar equivalente em umol de CO:2
fuc = fato de HCI 0,1 N (ver 4.1.5)

5.2 Quantidade de CO2 produzida no respirbmetro-controle

Célculo idéntico ao 5.1 deve ser efetuadodpara o controle:

1 f % 20 .
pmol CO, = (A-B) x 50 = L.,

z , r
sole (residuan)

5.3 Producado de CO2 devido a biodegradacao

Para determinar a quantidade\,de gas carbonico devida a biodegradacédo (CO2),

subtrair a quantidade de CO2 produzida no respirdbmetro-controle (ver 4.5.2) da
quantidade obtida”no\respirémetro-teste (ver 4.5.1). Construir uma tabela e um

grafico, que \fornecam\ a quantidade de CO2 acumulado produzida por
biodegradacdo emifuncado do tempo de incubacao.

5.4 Calculo da quantidade de carbono biodegradado

Admitindo que 50% do carbono biodegradado se transformam em CO2 e que 0s
50% remanescentes se incorporam ao solo sob a forma de hiumus e biomassa,
calcular o valor do carbono biodegradado pela formula:

) 1 -~ bl 4
c, (pmol €) = 2 x CO, (pmol CO, )}

b b

5.5 Eficiéncia de biodegradacéao (EB)

Calcular a eficiéncia de biodegradacdo da seguinte forma:

Ch (pmol C)

EB % = x 100
¢, (umel C)
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Onde:

Ci (umol C) = quantidade de carbono aplicada por 50 g de solo, assim

calculada:
M, x COT,
':- =
. 12
Mr = massa de residuo por 50 g de solo, em g
COTr = carbono organico total do residuo, em ug/g
12 = fator de conversao, em pg/umol

5.5 Determinacio da taxa de aplicacdo no tratamento

Considerando que residuos que apresentam eficiénciade biodegradacéo acima
de 30% sao passiveis de ser tratados no solo, as taxas de aplicacdo avaliadas
através de teste de respirometria gue apresentarem uma eficiéncia de
biodegradacdo acima de 30% poderde, seriadotadas em escala piloto para um
futuro sistema de tratamento de residuos no solo.

/ Anexo A
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ANEXO A — CARACTERIZACAO DO SOLO

A-1 Densidade global

Esta determinacdo € realizada na amostra de solo indeformada. Introduzir um
anel volumétrico de borda cortante com capacidade de 50 mL, previamente
aferido (V1, em cm?) e tarado (m1 em g), num horizonte ou camada de solo que
se deseja, com cuidado para ndo compactar o solo. Retirar o anel, aparando o
excesso de solo das duas extremidades com auxilio de uma espatula. Colocar
na respectiva caixa de aluminio, fechando bem com fita adesiva, e transportar o
conjunto para o laboratorio. Secar o anel em estufa, a 105°C por 24 horas, e
pesar (mz, em g). A densidade global é calculada por:

Onde:

Pc = densidade global, em g/cm3

m1 = massa do anel, em g

m2 = massa do anel com a amostra seca, em g
V1 = volume do anel, em cm3

A-2  Preparacdo da amostra

A amostra deve ser espalhada sobre uma superficie plana, isenta de
contaminacoes, e deixada secar a temperatura ambiente. Durante o periodo de
secagem, eventuais torrdes'devemrser desagregados. Apds a secagem, peneirar
a amostra, utilizando'malh@ABNT 2,0 mm.

A-3 Determinagdo da densidade aparente, umidade residual e capacidade de
campo

A-3.1 [Tomar um apel volumétrico de 50 mL, previamente aferido (V2).

Recortar papel de filtro (Whatman 40 ou similar), com tamanho adequa do para
ser fixadapor.eolagem ao fundo do anel. Sugere-se a utilizacdo de adesivo epoxi
fluido de polimerizacao rapida.

A-3.2 Apoés a polimerizacao, imergir o conjunto na caixa respectiva com agua
destilada suficiente para umedecer e saturar o papel de filtro. Retirar o conjunto,
aguardar a drenagem do excesso de agua e pesar (ms). Secar a 105°C até peso
constante (ma).

A-3.3 Preencher o conjunto com amostra preparada conforme descrito em A-2,
compactando com aproximadamente 10 batidas, a uma distancia de cerca de 3
cm. Repetir o procedimento até completar o anel. Aparar o excesso de solo com
o auxilio da espatula e pesar (ms).

10
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A-3.4 Secar a 150°C por 24 horas. Esfriar em dessecador e pesar (ms).

A-3.5 Imergir o conjunto contendo a amostra seca na caixa respectiva com agua
destilada até cerca da metade da altura do anel. Quando a amostra estiver
saturada (umidade visivel), colocar em dessecador até drenagem completa.
Pesar a unidade completa em condi¢des de saturacdo (mv).

A-3.6 A densidade aparente é calculada por:

m, —m
fi

Onde:
Pa = densidade aparente, em g/cm3
m= massa, em g

V2 = volume do anel, em cm3

A-3.7 A umidade residual é calculada por:

Onde:
Ur = umidade residual, em g H20/100 g de solo seco
m= massa, em g

A-3.8 A.capacidade de campo é calculada por:

_I:".'.- = mE_J - lfr!!_} e fll )

Sl s — x 100

F!El— :':iIll

Onde:

CC = capacidade de campo, em g H20/100 g solo seco

A-3.9 Estas determinagOes devem ser realizadas em triplicata.

A-4 Determinacdo do pH

Pesar (10 +/- 0,1) g da amostra em um béquer de 50 mL. Com uma proveta,

adicionar 25 mL de 4gua destilada e desionizada, agitando com bastéo por cerca

de 15 minutos. Deixar em repouso por 1 hora. A medida do pH é feita mantendo-
11



CETESB/L6.350
se o eletrodo de vidro, ou a parte correspondente de um eletrodo combinado, em
contacto com o sedimento; o eletrodo de referéncia, ou sua parte
correspondente em um eletrodo combinado, deve ficar no liquido sobrenadante.
N&o agitar a amostra.

A-5 Curva de neutralizacdo

Pesar (10 +/- 0,1) g da amostra para cada ponto da curva de neutralizacao.
Adicionar tentativamente as seguintes massas de carbonato de calcio (CaCOs),
com precisdao de miligrama: O (controle); 50; 100; 150; 300; 500 mg. Misturar
bem, cobrir para evitar ressecamento das amostras e deixar em repouso por 1
semana e medir o pH. Considera-se como valor de neutralizacdo (VN) a menor
massa de carbonato de célcio, em miligramas, suficiente para elevar o pH de 10
g do solo a aproximadamente 7.

/ Anexo B
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ANEXO B - DETERMINACAO DAS FAIXAS DE TAXAS DE APLICACAO DO
RESIDUO

Considerando como 25% o limite_maximo de carbono a ser aplicado no solo e
levando em consideragéo o teor de-carbono da residuo, sugere-se selecionar, no
minimo, quatro taxas de aplicacdo para execucao do teste de toxicidade aguda,
por exemplo o Microtox.

B-1 Preparacdo da fracdo sollvel em dgua (FSA)

Preparar quantidades adequadas das misturas solo-residuo seleciona das e
deixa-las em repouso durante (22 +/- 2) h, a temperatura_ambientes Para. cada
taxa de aplicagéo, pesar (25 +/- 0,1) g da mistura, em/frasconde 250 mL com
tampa roscada, e adicionar 100 mL de agua destilada e desionizada, em
triplicata. Manter o frasco sob agitacdo por (22 +/- 2) h,"de forma a nado haver
separacao das fases. Deixar em repouso por 30 minutos, pipetar o sobrenadante
para tubos de centrifuga e centrifugar por 10, mifiutos.a 2 500 min?t, a
temperatura de (22 +/- 2) °C. Filtrar o liquido em membrana de 0,45 pm.
Executar o teste de Microtox no filtrado, no prazo maximo de 24 horas.

B-2 Determinacdo da faixa

Com base nos valores de EC50;.calcular os' valores de unidades téxicas (UT),
segundo:

400
=
ECS0

Preparar um grafico diclog UT= f (taxa de aplicacdo). Ajustar uma reta aos
pontos. A taxa minima deraplicacdo correspondera ao ponto de intersecdo de
UT= 20 com a retasA taxa maxima € definida como duas vezes a taxa minima.
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