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Neste trabalho foram realizados testes de biodegradagdo em diferentes condig¢es utilizando um solo contaminado
com Odleo cru. Tais testes foram realizados em 2 ciclos consecutivos com as mesmas condi¢des de bioestimulo,
temperatura, aeragdo, homogeneizagdo e corregdo de pH para cada uma das condi¢des estudadas. Ao final do
primeiro ciclo de ensaios (42 dias) empregou-se 10% da massa de solo tratado como indculo do 2° Ciclo. Esse
procedimento foi repetido para cada umas das seis condigdes testadas. Este teste teve como principal objetivo avaliar
a eficacia da aplicagdo de um solo tratado biologicamente como indculo para o tratamento de uma nova porgao de

solo contaminado com hidrocarboneto de petréleo.

1. Introdugéo

Dentre as atividades industriais, uma das que mais ameagam o meio ambiente é a atividade petrolifera. Em toda a
sua cadeia produtiva ha a possibilidade de contaminagdo do ar, das aguas e dos solos por uma gama de compostos
altamente poluentes. Freqlientes ocorréncias de derramamentos em solos brasileiros vém motivando a realizagéo de
pesquisas na area de biorremedia¢do de solos (Soriano, 2000). Nos tempos atuais, as técnicas de biorremediagéo
tornaram-se alternativas promissoras para o tratamento de solos contaminados por substancias organicas. A
biorremediacao pode ser definida como um conjunto de tecnologias que se baseia em processos microbioldgicos para
converter poluentes ambientais em produtos ndo tdxicos tais como diéxido de carbono, &gua e sais inorganicos
simples (Bernoth et al, 2000). Algumas destas tecnologias de tratamento s&o aplicadas in-situ, isto &, no proprio local
onde ocorreu a contaminagdo (impacto), onde os solos contaminados ndo sdo removidos ou as aguas subterraneas
contaminadas ndo sdo bombeadas para o tratamento na superficie. Outras tecnologias requerem a remogao do
material contaminado de sua origem para um local adequado, sendo tratado posteriormente. Estas tecnologias séo
denominadas ex-situ (Alexander (1999) apud Trindade (2002)). Algumas técnicas de biorremediacdo podem ser
utilizadas em todas as tecnologias, visando a otimizagdo do processo de degradagdo dos poluentes pelos
microrganismos. Dentre estas se destacam: bioestimulo (que proporciona aumento da atividade microbiana nativa
através da adigdo de nutrientes); bioaumento (aumento da populagdo microbiana através da adicdo de
microorganismos exogenos, ou mesmo através da adigdo de microorganismos nativos do proprio solo impactado
crescidos em laboratério e introduzidos no solo); adi¢do de surfatantes, que auxilia a metabolizagdo dos compostos

poluentes ou ainda a adi¢do de enzimas comerciais, que favorecem a oxidagdo de moléculas de dificil degradacéo em
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moléculas de facil assimilagdo pelos microrganismos. Os hidrocarbonetos de petréleo, por serem poluentes
hidrofébicos tendem a ficar sorvidos na matriz do solo, diminuindo assim sua disponibilidade aos microorganismos e,
consequentemente, limitando sua biodegradag&o. A validade da aplicagdo da técnica de bioaumento (com linhagens
exogenas ou nao) tem sido questionada devido aos diversos resultados desencorajadores que vém sendo
apresentados na literatura. Na maioria dos casos estudados adiciona-se inéculo microbiano em concentragao elevada
e ao final do tratamento a populagdo microbiana tende a voltar a concentragéo inicial. Varios fatores podem estar
relacionados a isso, dentre eles pode-se destacar a tendéncia ao re-estabelecimento do “equilibrio” da populagéo
local e ao fato dos microorganismos crescidos em laboratério sairem de uma condigéo “6tima” (meio liquido de cultura
especifico, contendo macro e micronutrientes, agitacdo e aeragao favorecidas, etc.) que néo é reproduzida no
ambiente final (solo). Logo, muitas vezes a introdugdo de indculos microbianos pode néo resultar em maximizagéo
das taxas de degradacdo dos poluentes, mas sim na incorporagdo de um custo adicional ao processo (energia,
reagentes, etc). Normalmente, ao final de um processo de biorremediacao, o solo contém uma populagdo microbiana,
em equilibrio, adaptada as condigbes ambientais adversas e em concentragdo adequada. Desta forma, o reciclo de
parte de um solo que foi previamente submetido a um processo de biorremediagdo como “fonte de inoculo
microbiano” a ser aplicado na biorremediagdo de uma nova porgdo de solo contaminado surge como uma nova
estratégia metodoldgica promissora. Por este motivo no presente trabalho optou-se pela adogao dessa nova pratica,
juntamente com o bioestimulo, visando aumentar a populag&o microbiana do solo impactado aumentando assim, sua
atividade e conseqlientemente a eficiéncia de remocgédo do poluente. Diversas condi¢des foram testadas a fim de se

verificar a condi¢do 6tima para a biodegradagdo do dleo no solo estudado.

2. Objetivo

Este trabalho tem como objetivo verificar as melhores condicdes (capacidade de campo, bioestimulo) para se ter uma

alta taxa de remocao do poluente organico (6leo cru) do solo utilizando a metodologia de “Retro-Inoculagdo’.

3. Materiais e Métodos

3.1. Amostras de solo empregadas - Foram utilizadas amostras de solo virgem e solo contaminado por 6leo cru,

provenientes da regido Nordeste do Brasil cujas caracteristicas séo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1- Caracteristicas dos solos estudados

Parametro Teor no Solo Virgem  Teor no Solo Contaminado
N 1,3 9/Kg 2,3 g/Kg
P 0,15 g/Kg 0,13 g/Kg
Silte” 14% —
Areia® 75% —
Argila® 1% —
Densidade da Particula 2,2 g/mL 1,5 g/mL
Densidade do solo 1,3 g/mL 1,2 g/mL
Porosidade 43% 16,5 %
Matéria organica 1,7% 5,8%
pH 6,8 6,4
Capacidade de campo 34% 28%
C organico 1% 34 %
Microrganismos heterotréficos totais 2,2 x 107 UFC/g 1,6 X105UFClg
Microrganismos degradadores de 6leo cru 4,8 X102 cellg 1,5 X102 cellg

3.2. Preparo de Amostras para os Ensaios de Biodegradagéo

Pesaram-se, em kitassatos com capacidade de 250mL, 50g de solo homogeneizado, peneirado em peneira de 10 #
(1,68 mm). Foram estabelecidas seis diferentes condigdes (Tabela 2), com relagdo a capacidade de campo (50 ou
75%) e bioestimulo (adicdo ou ndo de nutrientes). A relagdo nutricional utilizada para o bioestimulo foi de C:N:P =
100:5:1, sendo a mesma obtida através apenas da adi¢do de quantidade adequada de KH2PO4, uma vez que o teor
de nitrogénio no solo ja era suficiente para a manutencdo desta relagdo nutricional. Dentre as seis condigcbes

estudadas trés foram de controle (solo virgem).

Os ensaios foram realizados em quadriplicata (A, B, C, D) e todos os frascos foram incubados em estufa a 30°C
durante 42 dias e passaram pelas mesmas condi¢des de aeragdo, homogeneizagéo e corre¢do de umidade. Dois
frascos (A e B) foram retirados periodicamente (diariamente na primeira semana, e a cada 48h durante o restante do

periodo do teste, exceto finais de semana) para analise cromatografica do CO, gerado (monitoramento da atividade

Xlil Jornada de Iniciagdo Cientifica — CETEM 3



microbiana), aeracdo e corre¢do de umidade, quando necessario. Os outros dois frascos (C e D) foram utilizados
como amostras de “sacrificio” para realizacdo da contagem de microorganismos heterotréficos totais e dos
microorganismos degradadores de 6leo cru, sendo o primeiro frasco (C) retirado no 15° dia para contagem e o
segundo (D) no 42° dia de ensaio. Ao final dos primeiros 42 dias de ensaio o conteudo dos frascos A e B, para cada
condicdo, foram homogeneizados e parte foi utilizada como indculo no 2° Ciclo. O restante da amostra foi empregado
para as determinagdes analiticas necessarias. No 2° Ciclo de experimentos foram repetidas as mesmas condi¢des
adotadas no 1° Ciclo (Tabela 2) sendo que a amostra de solo empregada para cada condigao testada era composta

de 459 de solo “fresco” (virgem ou contaminado) e 5g (10% p/p) do solo ja tratado no ciclo anterior.

Tabela 2 — CondicOes utilizadas no teste

Condicao Solo Adicao de Corregédo de
Fésforo Umidade (%)

1 Virgem Sim@ 50

2 Contaminado Sim@ 50

3 Virgem Sim@ 75

4 Contaminado Sim@ 75

5 Virgem N&o 50

6 Contaminado Nao 50

(a) Relagéo nutricional utilizada C:N:P=100:5:1

3.3. Analise Cromatografica do CO; gerado

Com o auxilio de uma seringa para analise cromatografica, foram injetadas, no cromatdgrafo a gas com detector de
condutividade térmica (TCD), 0,5ml dos headspaces dos sistemas testados. Todas as injegbes foram realizadas em
duplicata, e os resultados foram avaliados em termos de evolugdo de CO; ao longo do tempo. As condicdes gerais

empregadas durante o ensaio encontram-se listadas abaixo.
% Equipamento: Cromatografo HP 5890

% Vazéo do gas de arraste (He): 17,5mL/min

%+ Vaz&o do gas de referéncia (He): 29,0mL/min

% Temperatura do forno: 1050C

+¢+ Temperatura do injetor: 1600C

+¢+ Temperatura do detector: 2200C

+¢+ Coluna de ago inox (3m/3mm) recheada com Chromosorb 102
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3.4. Quantificagéo do Teor de Oleos e Graxas (OG)

Amostras de dois gramas de solo foram extraidas em ultrassom utilizando n-hexano como solvente, conforme descrito
no método 1T2003-001-00, registrado na biblioteca do CETEM. O extrato organico obtido foi primeiramente
concentrado em rotoevaporador até cerca de 10 mL e em seguida concentrado até a secura em concentrador de

amostras com purga de nitrogénio. O teor de OG foi determinado por diferenga de peso (gravimetria).

3.5. Quantificagdo dos Microrganismos Heterotréficos Totais

A quantificacdo da populagdo microbiana heterotréfica total foi feita a partir do plaqueamento em meio organico solido
pela técnica de pour-plate (Ururahy, 1998). Foram adicionados 5g de solo em 50mL de solugao salina (NaCl 0,9%) e
fez-se a agitacdo da suspensdo em shaker por 1 hora a 25°C. Apds agitacdo, entdo, foi feito o plaqueamento
adicionando 0,1ml de diluigdes adequadas da suspensao salina nas placas. Incubou-se por 48 horas a 30°C e contou-

se 0 numero de unidades formadoras de col6nias (resultados expressos em UFC/gsolo).

3.6. Quantificagdo dos Microorganismos degradarores de dleo cru

A contagem dos microorganismos degradadores de 6leo cru é realizada empregando-se a técnica do Numero Mais
Provavel (NMP) utilizando placas de polietileno com 24 cavidades (Ururahy, 1998). O procedimento de diluicbes
sucessivas € o mesmo utilizado no item 3.6. As cavidades da placa devem ser adicionados 1,8 mL de meio mineral,
0,1mL de inoculo ¢, finalmente, 0,1mL de 6leo cru. As placas sdo entdo incubadas em estufa a 30° C por uma semana

e em seguida procede-se & contagem no nimero mais provavel (NMP) por grama de solo.

4. Resultados e Discussao

As Figuras 1 e 2 apresentam respectivamente, para o 1° e 2° ciclos, as curvas representativas da evolu¢do de CO,

para cada uma das condicdes testadas.
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Figura1- Acompanhamento da evolugdo de CO, do 1°Ciclo  Figura 2- Acompanhamento da evolugdo do CO; do 2°ciclo

(cond 1 - solo + umidade (50%) + fésforo ; Cond 2 - solo + 6leo + umidade (50%) + fosforo; Cond 3 - solo + umidade (75%) + fésforo; Cond 4 - solo + 6leo + umidade (75%) + fésforo;

Cond 5 - solo + umidade (50%); Cond 6 - solo + dleo + umidade (50%))
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Pode-se verificar, comparando-se as Figuras 1 € 2, que a concentragdo de CO, dobrou do primeiro para o segundo
ciclo para a condigao 6 (foi de 7.216umoles para 15.740umoles), e aumentou cerca de seis vezes para condigao 4
(foi de 1.866pumoles para 10.620umoles) o que caracteriza 0 aumento da atividade microbiana e, possivelmente, um

aumento do percentual de remogéo do poluente.

As Figuras 3 e 4 apresentam os resultados das contagens de microorganismos heterotréficos totais e de
microorganismos degradadores de 6leo cru para os dois ciclos.

1° Ciclo

G 15 Dias: Heter. Totais (UFC/gsolo)
8 15 Dies: Degradadores (csigsolo)
042 Dias: Heter. Totais (UFClgsolo)
0 42 Dias: Degradadores (cel/gsolo)

2° Ciclo 0 15 Dias: Heter. Totais (UFC/gsolo)
8 15 Dias: Degradadores (cel/gsolo)
1,00E+10 042 Dias: Heter. Totais (UFC/gsolo)
1.00E+09 0 42 Dias: Degradadores (cel/gsolo)
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Figura 3 — Contagem de Microorganismos do 1°Ciclo Figura 4 — Contagem de microorganismos do 2°Ciclo

Pode-se verificar através das Figuras 3 e 4 que a concentragdo de microorganismos heterotréficos totais e
microorganismos degradadores de 6leo cru se mantiveram praticamente estaveis, nas analises do solo contaminado,
para todas as condigcbes testadas nos dois ciclos analisados, permanecendo a concentragdo de microorganismos
heterotréficos totais em torno de 3,4 x 107UFC/gsolo e a concentragdo de microorganismos degradadores de éleo cru
por volta de 4,0 x 105cel/gsolo. Para as analises feitas no solo virgem a concentragdo de microorganismos
heterotréficos totais se manteve em torno de 3,0 x 107 UFC/gsolo em ambos os ciclos e a concentragdo de
microorganismos degradadores de 6leo cru se manteve em torno de 5,0 x 10° cel/gsolo no 1° Ciclo e 2,5 x 107cel/gsolo
no 2° Ciclo.

A remogao efetiva do poluente (6leo cru) foi verificada através da analise do teor de 6leos e graxas (OG), cujos

resultados s&o apresentados nas Figuras 4 e 5.

50

g 40

SC - solo contaminado § 30 0 23
E’ 2 13

. 7 € 10 3

SCINICIAL Cond 2 Cond 4 Cond 6 ¢ SCINICIAL Cond 2 Cond 4 Cond 6
Condigédo Testada Condigao Testada
Figura 4 - Remogao de 6leos de graxas — 1° ciclo Figura 5 — Remogao de 6leos e graxas — 2° ciclo

Analisando-se as Figuras 4 e 5 verifica-se um aumento na eficiéncia de remogao do poluente, comparando-se o 1°
com o 2° Ciclo, de até 15 vezes para a Condigdo 4 (solo + leo + umidade(75%) + fésforo), de cerca de 3 vezes para
Condigéo 2 (solo + 6leo + umidade (50%) + fésforo) e de cerca de 1,3 vezes para Condigdo 6 (solo + dleo + umidade
(50%)). Comparando a analise feita em termos de remocéo de dleos e graxas e evolugdo de CO. verifica-se que ha
uma discrepancia nos resultados das condigbes 2 e 4, pois analisando os resultados de evolugdo de CO, observa-se
que a atividade microbiana (comparando 1° e 2°Ciclos) foi menor na condi¢do 2 supondo entéo, que o percentual de

remogao de 0leos e graxas também seria menor, no entanto ndo foi esse o resultado observado. Este fato pode ser
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explicado, pois ao final dos testes do 2° Ciclo foi verificado um vazamento no Kitassato referente & condi¢éo 2 o que

pode ter acarretado as diferengas encontradas no resultados.

5. Conclusdo

Os resultados obtidos tanto em termos de evolugéo de CO; quanto em termos de remogao de dleos e graxas indicam
que a estratégia de reciclar parte do solo tratado no 1° ciclo de biodegradagéo com o objetivo de servir como “fonte de
inéculo microbiano” a ser aplicado no 2° ciclo de biodegradagdo se mostrou adequada. Desta forma, pode-se indicar a
técnica de “Retro-inoculagdo” como uma nova estratégia metodoldgica a ser aplicada em processos de

biorremediagao de solos impactados com petroleo.
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