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de Biodegradacao de petréleo em solo.

Denner Evangelio de Conceigao.
Bolsista de Nivel Médio, Tec. em Processos Conservagdo e Gerenciamento
Ambiental, CEFETEQ - URJ

Andrea Camardella de Lima Rizzo.
Orientadora, Eng® Quimica, M. Sc.

Claudia Duarte da Cunha.
Orientadora, Eng?. Quimica, M. Sc.

O mundo atual esta cada vez mais
dependente do petrdleo e de seus
derivados para a manutengéo de sua
atividade industrial.  Durante o
transporte do petroleo e/ou seus
derivados podem vir a ocorrer
derramamentos acidentais
ocasionando contaminagéo de solos,
rios, etc. Com a crescente
consciéncia ambiental que se
estabelece nesse inicio de século e
com a importancia cada vez maior
que o setor industrial tem dado ao
meio ambiente, a técnica de

1.INTRODUGAO.
1.1BIORREMEDIAGAO DE SOLOS.

biorremediagdo se apresenta como
alternativa extremamente viavel para
o tratamento de solos contaminados
por hidrocarbonetos de  petréleo.
Neste sentido o presente trabalho
tem o intuito de avaliar o uso de
produtos comerciais no processo de
descontaminagdo de solo
contaminado por dleo cru. Para tal
foram estudados quatro produtos
contendo em suas formulagbes
enzimas, surfatantes, micronutrientes
e/ou microorganismos degradadores.

A Biorremediacdo de solos consiste no uso de microorganismos como
bactérias, fungos filamentosos e leveduras para degradar substancias,
muitas vezes perigosas para 0s seres humanos, transformando-as em
produtos com pouca ou nenhuma toxicidade, principalmente CO2 e agua. Os
microorganismos metabolizam substancias organicas, das quais obtém



nutrientes e energia, sendo que para isso devem estar ativos para poderem
desempenhar sua tarefa de biorremediacao.

Diferentes microorganismos degradam diferentes substancias e alguns
sobrevivem em condigbes extremamente adversas. Devido a elevada
diversidade de compostos em solos contaminados por petréleo, ou fragbes
do mesmo, estudos de biorremediagdo cada vez mais especificos tém se
mostrado de suma importdncia para o tratamento de ambientes
contaminados, visto que se podem encontrar moléculas de dificil e de facil
degradagao (OLIVEIRA, 2001).

1.2 BIOAUMENTO E BIOESTIMULAGAO DE SOLOS CONTAMINADOS.

Desde meados dos anos 90, as estratégias de biorremediagdo tém sido
adotadas como uma maneira extremamente eficaz e de baixo custo para o
tratamento de solos contaminados com petréleo. Existem duas principais
técnicas de utilizagdo da biorremediagéo (LIEBEG e CUTRIGHT, 1999):

» Bioestimulagdo: na qual ha aumento da populagdo microbiana nativa
pela adi¢éo de nutrientes e aceptores finais de elétrons.

» Bioaumento: na qual hd o aumento da microbiota nativa através da
inoculagdo de mais microorganismos ou de linhagens microbianas
exogenas, ajustando -se as condi¢des nutricionais.

As diferentes estratégias visam aumentar a populagdo microbiana criando
condigbes ambientais propicias para o seu desenvolvimento. A medida
corretiva a ser adotada depende de varios fatores, dentre eles os tipos de
microorganismos presentes, as condigdes do local como: pH, umidade,
quantidade de nitrogénio, potassio, fésforo, concentragéo e toxicidade dos
contaminantes.

Hoje muitos produtos sé@o langados no mercado com o intuito de auxiliar o
tratamento de solos contaminados por petréleo. Esses produtos apresentam
em sua composi¢do basica micronutrientes, enzimas de agdo externa e
surfatantes que facilitam, e estimulam a ag&o microbiana sobre os poluentes.
As enzimas de acdo externa atuam favorecendo a oxidagdo de moléculas de
dificil degradagdo em moléculas de facil assimilagdo pelos microrganismos.



Existem dois tipos béasicos de enzimas, que na presenga de Oz atuam na
oxidagdo de hidrocarbonetos: as monoxigenases (que atuam sobre os n-
alcanos) e as dioxigenases (que atuam sobre os compostos aromaticos e
ciclicos). Ja os surfatantes, atuam de maneira a "biodisponibilizar" o éleo
para que este seja mais faciimente degradado pela microbiota. Alguns
produtos comerciais apresentam em sua formulagdo microrganismos
exdgenos com o objetivo de "bioaumentar” o solo a ser tratado e melhorar as
condi¢des de degradagéo.

As técnicas de bioaumento que empregam a adi¢do de microrganismos
exodgenos devem ser muito bem avaliadas, devido aos riscos ambientais que
a insercdo de um microrganismo néo nativo, ao solo de uma determinada
regido pode gerar. Por esse motivo as técnicas de biorremediacdo que
empregam apenas 0 uso da microbiota nativa podem vir a produzir
rezultados eficazes e de menor impacto ao meio ambiente.

2. OBJETIVO.

O Objetivo deste trabalho foi verificar a eficacia da utilizagdo de quatro
produtos comerciais, no processo de biorremediagdo de solo contaminado
por hidrocarboneto de petréleo.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1AMOSTRAS DE SOLO

O solo utilizado nos experimentos foi 0 de Guararema - SP, contaminado por
derramamento de 6leo cri em dezembro de 1998. As amostras utilizadas
foram as coletadas em outubro de 2000 (denominadas de 22 remessa).

3.2 CONDIGOES DE ENSAIO
Os testes de biodegradagdo foram realizados em kitasatos de 250 ml,

contendo 50 g de solo com teor de umidade correspondente a 50% da
capacidade de campo. Foi realizada a correcdo de pH do solo (pH 7,0) e



ajuste das relagbes nutricionais C:N:P para 100:2.5:1. O teor de
hidrocarbonetos presentes no solo é de 25,03 mg de TPH/g de solo seco.

Os produtos foram utlizados nas concentragdes definidas pelos fabricantes e
cujos valores estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Condigdes de analise dos produtos.
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Produto 1 11,49 / Kg de solo.

Produto 2 22,4 mL / Kg de solo.

Produto 3 11,6g / Kg de solo.

Produto 4 100 mL / Kg de solo.

3.3 QUANTIFICAGAO DA EVOLUGAO DE CO:

O acompanhamento da atividade microbiana foi feito de forma indireta,
através da quantificagéo de CO2 gerado, por cromatografia gasosa.

Recolheu-se do sistema um volume de 500 ul da atmosfera interna dos
kitasatos (headspace), contendo o CO, gerado pelas amostras para a
analise cromatogréfica.

O aparelho utilizado foi o cromatégrafo HP 5890 serie Il, cujas condigbes de
analise sdo as seguintes:

Vazéo do gas de arraste: (He) 17.89 mL/min
Vazéo do gas de referéncia: (He) 17.89 mL/min

Temperatura do detector: (TCD) 220°C



Temperatura do forno auxiliar: 74°C

Temperatura do forno: 105°C

Temperatura do injetor: 110°C

Coluna de ago inox (3m X 3mm) , recheada com chromossorb 102

Através dos valores em mmols do CO2 gerado ao longo do experimento,
calculou-se a Eficiéncia de Biodegradacao da seguinte forma:

Massa de carbono biodegradado totalmente = 2 x Massa de carbono
proveniente do CO2 gerado

EB% = (massa de carbono biodegradado totalmente) x 100
(massa de carbono organico total)

3.4 QUANTIFICAGAO DOS MICROORGANISMOS HETEROTROFICOS TOTAIS.

A quantificagdo dos microrganismos heterotroficos totais foi feita a partir do
plagueamento em meio organico sdlido pela técnica de “pour plate” como
descrito por (TRINDADE, 2002). Foram adicionados 5g de solo em
erlenmeyer contendo 50mL de solug&o salina (NaCl 0,9%) e fez-se agitagdo
em shaker por thora a 30°C. Apds agitagdo, foi feito o plaqueamento
adicionando-se 0,1 mL de diluicdes adequadas da suspens&o salina nas
placas. Incubou-se por 48 horas a 30°C e contou-se 0 numero de unidades
formadoras de coldnias (resultados expressos em UFC/g de solo).



3.5 MATERIA ORGANICA

O teor de matéria orgénica presente no solo foi determinado através de
analise gravimétrica realizada com os solos (método de igni¢&o), utilizando
mufla a 1000°C por um periodo de 1 hora.

Com os resultados obtidos foram calculadas as eficiéncias de remogéo de
matéria organica (ERMO%) da seguinte forma:

ERMO%= M. O (Inicial) = M. O (Final)
M.O (Final)

Onde M.O corresponde ao teor de matéria organica presente.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos valores de CO2 (mol) acumulado, ao longo do periodo de teste,
para cada uma das condicbes testadas, calculou-se as eficiéncias de
biodegradacé&o, e os resultados obtidos s&o apresentados na figura 1.
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Figura 1. Eficiéncia de biodegradacao das condigoes testadas.



De acordo com o observado na figura 1, a condi¢do que apresentou a maior
eficiéncia de biodegradagdo foi a n° 2 (10,2%), onde empregou-se um
produto que ndo continha em sua formulagdo microrganismos exdgenos.
Entretanto, a condigdo n° 4 apresentou uma eficiéncia de biodegradagéo de
9,6%, muito préxima a observada na condigdo n° 2, sendo que o produto
utilizado apresenta em sua composi¢do microrganismos provenientes de
outros sitios. As outras condigdes apresentaram eficiéncias de
biodegradacéo mais baixas, condi¢éo n° 1 (7,3%) e condigdo n° 2 (7,7%).

Os fabricantes indicavam que as reaplicagdes desses produtos deveriam ser
semanais, porém foi constatado que a perda de umidade no sistema em uma
semana era muito pouca, sendo apenas necessario que se fizesse a
reposi¢do do produto quinzenalmente no caso das condi¢des 1,2 € 3, e na
condicdo 4, s6 foi feita apenas uma aplicagdo durante todo o periodo de
teste.

A figura 2 apresenta a curva representativa da evolugdo de CO: para a
condi¢do n° 2, identificada como melhor condig&o testada.
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Figura 2. Evolugédo de CO2 na condigédo n° 2.

Ao avaliarmos o grafico percebemos uma evolugéo continua e crescente do
teor de CO2 ao longo dos 37 dias de teste, indicando a possibilidade de se
obter valores maiores de eficiéncia de biodegadagdo, em um periodo
superior aos 37 dias em que os testes foram conduzidos.

Devido aos valores elevados de eficiéncia de biodegradagdo encontrados
para a condi¢do n° 2, uma amostra de solo foi enviada para quantificagéo de



hidrocarbonetos totais de petroleo (TPH) em laboratério externo, obteve-se
um resultado de 13,7 mg de TPH/g de solo seco o que representa uma
redugéo de 45,27% do teor inicial (25,03 mg de TPH/g de solo seco).

Na tabela 2 podemos observar os valores obtidos na contagem de
microrganismos hetrotréficos totais.

Tabela 2. Contagem de microorganismos heterotréficos totais.

Produto 1 4,87E+09 3,80E+07
Produto 2 1,42E+07 5,79E+07
Produto 3 1,42E+07 4,55E+07
Produto 4 5,01E+09 2,04E+08

exdgenos nas seguintes concentragbes: 4,87E+09 e 5,01E+09 UFC/ g solo,
respectivamente

Avaliando os dados apresentados na tabela acima, vemos que houve um
decréscimo no numero de microrganismos heterotréficos nas condi¢des n° 1
e 4 ao final do teste citado. As explicagdes para esse decréscimo podem ser:
a competicdo entre os microorganismos presentes ou as condigdes
existentes no teste foram pouco favoraveis ao crescimento destes
microrganismos exogenos tendo possivelmente ocorrido o crescimento da
prépria microbiota nativa, presente em concentragdo inicial de 1,42E+07
UFC/g de solo.

Ja nas condigdes n° 2 e 3 sem adigdo de microrganismos exdgenos, vemos
um ligeiro crescimento da microbiota nativa,. sendo que a condi¢do 2
apresentou maior eficiéncia de biodegradacao.

De forma a facilitar a andlise da eficiéncia de biodegradagao das condigdes
testadas em termos de remogdo de matéria organica, faz-se necessaria a
divisdo em duas categorias de produtos testados, aquela em que houve a
incorporagdo de microrganismos exdgenos e aquela em que né&o houve
incorporagdo de microrganismos ex6genos.



Nas figuras 3 e 4 sdo apresentados, os graficos da eficiéncia de remogéo de
matéria organica dos dois grupos citados acima.
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Figura 3. Grafico da Eficiéncia de remogao de matéria organica dos
produtos sem incorporagdo de microrganismos exégenos.
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Figura 4. Grafico da Eficiéncia de remogao de matéria organica dos
produtos com incorporagédo de microrganismos exdgenos.

Analisando-se os graficos acima, vemos que dentre os produtos que n&o
apresentam incorporagdo de biomassa ao solo, 0 que apresentou melhor
eficiéncia de remog&o de matéria organica foi o produto 2 (1,9%) e dentre os
produtos com incorporagdo de microrganismos exogenos foi o produto 4
(10,3%).Mesmo os resultados tendo que ser comparados em grupos, devido



as diferentes caracteristicas dos produtos adicionados, pode-se perceber que
as das condi¢cbes que apresentaram as maiores efciéncias de remocéo de
matéria organica dentro de seu grupo, isto é, a condi¢do n° 2 para 0 grupo
com incorporagdo de biomassa, e a condigdo n° 4 para o grupo sem
incorporagdo de biomassa, foram justamente as duas condi¢des que
apresentaram maiores eficiencias de biodegragdo por CO2 (10,2% e 9.6%
respectivamente).

5. CONCLUSOES

Dentre os produtos estudados os que obtiverem as maiores eficiéncias de
biodegradag&o foram os produtos 2 e 4, (10,2% e 9,6%). Apesar da pequena
diferenga nos resultados, o produto n° 2 apresenta-se como mais atrativo,
pois ndo ocorre incorporacdo de microrganismos exogenos, gerando assim
um menor risco ao meio ambiente.

A partir dos resultados obtidos com a analise de matéria organica, foi
possivel apenas perceber dentro dos dois grupos avaliados que as condigdes
n® 2 e 4 , apresentaram as maiores eficiéncias de remogdo de matéria
organica da mesma forma como apresentaram as maiores eficiéncias de
biodegradagéo por CO:x.

Mesmo que em termos gerais o produto n° 2 tenha sido melhor que os
outros, é importante que futuramente também se faca analise de TPH das
outras condicdes, para que se tenha resultados completos e definitivos afim
de comparar suas eficiéncias.
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