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Dentre  varias  tecnologias  de
tratamentos de solos impactados por
petroleo, a biorremediagdo destaca-se
por ser o principal processo natural de
remogédo das varias fragbes desse
contaminante do meio ambiente. Duas
diferentes técnicas podem ser aplicadas
no processo de  biorremediagéo:
bioestimulagdo e bioaumento. Neste
trabalho, foi utilizada a técnica do
bioaumento para tratamento de um solo
impactado por petrdleo ha 4 anos.

1.INTRODUGAO

Quatro  sistemas  foram  testados
variando o tamanho do in6culo do
consorcio microbiano e a relagdo C.P. A
adigdo do in6culo menor e a relagéo
C:P menor, apresentou uma eficiéncia
de biodegradagéo de 15,43% através da
geragdo de CO: e uma remogdo de
44,6% do 6leo, através dos valores de
TPH obtidos, apresentando potencial de
utilizagéo no processo de
biorremediagdo do solo em estudo.

Explorado comercialmente desde meados do século XIX, o petréleo foi
usado, por muitas décadas, para iluminagdo e, em menor escala, como
lubrificante. A invengao do motor de combustéo interna e sua adogao rapida
em todas as formas de transporte ampliaram o emprego desse recurso
natural, aumentando a demanda e com isso, a produgdo, o transporte, a
estocagem e a distribuicdo tanto do 6leo cri quanto dos seus derivados.
Todas essas atividades envolvem riscos de poluigdo. A poluicdo pode ser
dada de forma acidental(derramamentos e vazamentos) ou de forma
proposital (despejos indiscriminados de efluentes e residuos, gases e

particulados de chaminés industriais).



Dentre as varias tecnologias disponiveis para tratamento destes locais
contaminados, a biorremediacdo, aproveita justamente a capacidade dos
microrganismos em degradar substancias orgénicas produzindo através da
mineralizagdo, CO2 e agua. Ela pode ser definida como a utilizagdo de
microrganismos para remover poluentes ambientais de solos, aguas e
sedimentos. Sendo assim considerada, a biorremedia¢do, é o principal
processo natural de remogdo das vérias fragbes de petroleo do meio
ambiente.

Duas diferentes técnicas podem ser usadas no processo de biorremediagao
de ambientes contaminados. A primeira delas € a bioestimulagdo que
consiste no favorecimento das condi¢des ambientais (valor de pH teor e
disponibilidade de nutrientes inorganicos e aceptores finais de elétrons,
dentre outros) para estimular a a¢&o dos microrganismos presente no
material contaminado. Outra técnica € a do bioaumento, na qual sdo
introduzidos microrganismos com capacidade de degradar determinados
poluentes. Essas espécie sdo selecionadas e introduzidas no meio para
auxiliar na converséo desses poluentes em substancias menos toxicas.

Algumas destas tecnologias de tratamento, podem ser classificadas em duas
categorias: in situ e ex situ. No caso das medidas in situ, o tratamento do
solo contaminado é feito no préprio local. Ja a ex situ consiste em escavar o

solo contaminado para aplicar o tratamento em outro local.

Ndo existe uma regra para a escolha do tipo de tratamento de locais
contaminados. Cada caso deve ser analisado individualmente, avaliando
suas particularidades. A aceitagdo da biorremediagcdo como uma tecnologia
viavel de remediag&o, porém, ainda depende da relagéo custo/beneficio e os
métodos empregados precisam ter no méximo os mesmos valores dos
tratamentos quimicos e fisicos existentes.

2. OBJETIVO

O Presente trabalho teve como objetivo, utilizar a técnica do bioaumento para
tratamento de solo contaminado por petréleo definindo o melhor tamanho de
indculo e a melhor concentracdo de foésforo para se obter uma melhor
eficéncia de biodegradag&o.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1S0lo

O solo utilizado nos experimentos de biodegradagao, foi contaminado ha 4
anos devido a ocorréncia de um vazamento de um oleoduto, em Guararema
— S&o Paulo. O teor inicial de hidrocarbonetos totais de petréleo(TPHinicial) era
de 23,05mg/g.

3.2 Descri¢io do Sistema

Para realizacdo dos ensaios de biodegradagéo, foram utilizados kitasatos de
250mL com rolhas de borracha/silicone com um tubo de latex fixado a saida
lateral a qual foi vedada com uma pinga de Mohr, como pode ser visualizado
na Figurat.

Figura1: Aparato experimental utilizado nos teste de biodegradagao.

Foram adicionados 50g de solo contaminado, homogenizado e com pH
corrigido para um valor proximo & neutralidade. O teor de umidade foi
ajustado para 50% da capacidade de campo. Os frascos foram mantidos em
estufa a 30°C por 37 dias.

Alguns procedimentos padrdes foram adotados no preparo das amostras, tais
como:

3.3.1Secagem do Solo

Pelo fato do solo ser estocado em geladeira, este apresentava uma alta
umidade. Como pretendiam-se realizar os experimentos nos solos contendo



um teor de umidade, de 50% da Capacidade de Campo, foi necesséria a
secagem a temperatura ambiente para ajuste ap6s adigdo de indculo e
nutrientes.

3.3.2 Correcdo do pH

A Corregdo do pH foi feita adicionando-se Ca(OH)2 em quantidade suficiente
para elevar o pH para préximo da neutralidade através de uma curva de
calibrag&o elaborada anteriormente.

3.3.3 Inaculo

Foram testados dois tamanhos de indculo distintos do consércio microbiano
constituido por Rhodotorula glutinis e Nocardia nova a saber; 108 e 1010
UFC/g solo:

As cepas foram crescidas separadamente em meio mineral contendo 6leo
crii como Unica fonte de carbono. Apds o tempo necessario para cada uma
atingir a fase exponencial de crescimento, de acordo com a analise obtida em
fase preliminar, aliquotas foram retiradas e diluidas para obten¢do da
concentragdo desejada.

3.3.4 Correcio de Nutriente

A correcdo de fosforo foi realizada utilizando solugdo de fosfato dibasico de
potassio (K2HPOa). As seguintes relagdes C:P 100:1 e 100:2, foram utilizadas
nos experimentos.

3.3.5 Reracio

Pelo fato do processo em estudo ser aerdbico, fez-se a aeragéo dos sitemas
em intervalo de 48h, com objetivo de suprir a demanda de oxigénio requerida
pelos microrganismos, bem como expulsar o CO: gerado ap6s
monitoramento do mesmo. Esse processo foi realizado por meio de injegao
de ar comprimido aos frascos por dois minutos.



3.4 Determinacdes Quantitativas

Algumas determinagdes quantitativas foram realizadas durante a condugéo
dos ensaios.

3.4.1Analise Cromatografica do C0: Produzido:

Com o auxilio da seringa, do tipo Gas Tight, apropriada para anélises
cromatograficas gasosas, foram injetadas no Cromatografo gas HP 5890,
amostras de 0,5mL das atmosferas internas dos kitasatos (headspaces)
referentes as condigdes analisadas.

As condigdes gerais empregadas nas analises encontram-se listadas:
= Vazéo do Gas de Arraste (He): 17,5mL

= Vazéo do Gas de Referéncia (He): 29,0mL

=~ Temperatura do Forno: 105°C

Temperatura do Injetor: 110C

=~ Temperatura do Detetor de condutividade Térmica (TCD): 220°C

Coluna de Ago Inox (3mx3m) Recheada com Chromosorb 102

O monitoramento do CO: gerado, foi feito por cromatografia gasosa e a
eficiéncia de biodegradag&o dos contaminantes calculada através da formula:

EB (%) = (CconsumidoX 100)/C|

onde: Ceonsumido = 2 X (CO2 acumulado - CO2 acumulado no controle); Ci =
concentr¢éo inicial de carbono = 85% da concentrag&o inicial de TPH.

3.4.2 Quantificacdo dos Microrganismos Heterotoficos Totais:

A quantificagdo da populagdo microbiana heterotrofica total foi feita a partir
do plagueamento em meio organico sélido pela técnica de pour plate. Foram
adicionados 5g de solo em 50mL de solugédo salina (NaCl 0,9%) e fez-se a
agitacdo da suspensdo em shaker por 1 hora a 30°C. Apds agitacdo, entéo,
foi feito o plaqueamento adicionando 0,1ml de diluicbes adequadas da



suspensao salina nas placas. Incubou-se por 48 horas a 30°C e contou-se 0
nimero de unidades formadoras de colbnias (resultados expressos em
UFC/gsoIo)

3.4.3 Determinaciao de Hidrocarhonetos Totais de Petréleo:

Esta foi uma andlise complementar que foi realizada por Cromatografia
Gasosa de Alta Resolug&o, conforme o Método EPA 8015B, realizada por um
laboratério externo (Analytical Solution).

3.5 Ensaios de Biodegradacao

Os experimentos de biodegradagdo foram realizados variando-se o tamanho
de inéculo e a relagéo C:P, em quatros sistemas de tratamento a saber:

= Sistema 1: Tamanho de in6culo de 108UFC/g solo e relagdo C:P 100:1
= Sistema 2: Tamanho de in6culo de 10'°UFC/g solo e relagdo C:P 100:1
= Sistema 3: Tamanho de in6culo de 108UFC/g solo e relagdo C:P 100:2
= Sistema 4: Tamanho de in6culo de 10'°UFC/g solo e relagéo C:P 100:2
Os experimentos foram realizados em duplicata, sendo também utilizados

mais dois frascos de sacrificio para determinagdo quantitativa inicial e final de
microrganismos heterotréficos totais.

4.RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de CO: gerado para cada sistema nos ensaios de
biodegradacéo, estdo apresentados na figura 2.
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Figura 2: Curva de evolugdo de CO2

Verifica-se um acréscimo de CO:z liberado para as 4 condigdes, até o 28%dia
de teste, aproximadamente. Apos esse tempo, observa-se um inicio de
estabilizagéo para os sistemas 3 e 4 (relagdoC:P maior), 0 que ndo procede
para os sistemas 1 e 2 (relagdoC:P menor) que geram CO: de forma
crescente durante todo periodo de teste (37 dias).

Essa tendéncia reforga a possibilidade de obtengdo de maiores eficiéncias de
biodegradacdo em periodos superiores a 37 dias. Possivelmente, o fator
limitante do processo de biodegradagéo esta associado a sor¢éo do poluente
a matriz do solo, resultante do intemperismo, além da relevante fracéo
recalcitrante que permanece no solo ap6s 4 anos de contaminagao.

Baseado na quantidade de CO2 gerado e acumulado para cada sistema, fez-
se o calculo da eficiéncia de biodegradagao, cujos resultados finais seguem
apresentados na tabela 1 e figura 3.

Tabela 1 - Resultado das Eficiéncias de Biodegradagao para cada sistema em

37 dias.
Sistemas EB%
1 15,43
2 15,83
3 10,94
4 11,03

Sistema 1=in6culo 108UFC/g solo e relagao C:P 100:1; sistema 2=inéculo 10'°UFC/g solo e relagéo C:P 100:1; sistema 3
=inéculo 108UFC/g solo e relagao C:P 100:2; sistema 4= indculo 101°UFC/g solo e relagao C:P 100:2
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Figura 3: Grafico das Eficiéncias de Biodegradagao

Observou-se uma maior eficiéncia de biodegradagéo para os sistemas 1 e 2
que utilizaram menor concentracéo de fésforo, frente aos sistemas 3 e 4 que
utilizaram uma maior concentracéo de fésforo, independente do tamanho de
indculo, comprovando o efeito inibitério do fésforo quando corrigido para
relagdo C:P de 100:2. Como ndo houve diferenga significativa entre os
resultados obtidos com os dois tamanhos de indculo testados, o uso do
indculo menor se torna mais atraente em fungdo do menor custo envolvido
com a sua utilizago.O valor obtido com a quantificagdo dos hidrocarbonetos
totais de petroleo para o sistema 1, selecionado como a melhor condigao, foi
de 13,86 mg/g solo, mostrando uma redugéo de 44,6% em relagdo ao valor
de TPH inicial, confirmando os resultados obtidos com a geragdo de COs2.

Segue na tabela 2, os valores das contagens de microrganimos
heterotréficos totais no inicio e no final do experimento.



Tabela 2 - Contagen de Microrganismos Heterotréficos Totais.

Microrganismos Heterotroficos
Totais
Condigoes Inicial Final
(UFC/gsolo) (UFClgsolo)
Solo 1,05x106 | .
Sistema 1 1,86x108 8,06x108
Sistema 2 1,00x1010 6,20x108
Sistema 3 1,86x108 2,20x107
Sistema 4 1,00x100 7,80x107

Sistema 1= inculo 108UFC/g solo e relagdo C:P 100:1; sistema 2= indculo 10'°UFC/g solo e relagao C:P 100:1; sistema 3 =
indculo 108UFC/g solo e relagdo C:P 100:2; sistema 4= indculo 101°UFC/g solo e relagéo C:P 100:2

Pelos valores da contagem de microrganismos heterotréficos totais,
observou-se um decréscimo da populagdo microbiana em todos os sistemas
testados em relagdo ao valor inicial, mas atingiu valores proximos ou
superiores ao da microbiota indigena do solo no tempo 0 h. A queda do
nimero de microrganismos , apés longo tempo de biodegradagdo, é
comumente observada e pode estar relacionada com a diminuicdo da
capacidade de determinados microrganismos em degradar o contaminante.
Essa queda mais pronunciada da populagdo microbiana pode refletir, em
parte, uma maior susceptibilidade as condi¢des adversas encontradas ap6s
37 dias de experimento, ou seja, relagdo nutricional ndo favoravel ou
incapacidade de metabolizar compostos mais recalcitrantes, dentre outros.

5. CONCLUSOES

= Para o consdrcio microbiano constituido de Rhodotorula glutinis e
Nocardia nova, o melhor tamanho de indculo obtido foi o de 108UFC/ g
solo em fung&o de ndo ter havido diferengas significantes entre os dois
valores testados na concentragéo étima de fosforo.

= A corregao do teor de fésforo para a relagado C:P 100:2 apresentou efeito
inibitorio, sendo portanto a relagdo C:P 100:1, a melhor a ser utilizada
nos ensaios de biodegradagéo.



= A adi¢do do indculo de 108UFC/ g solo do consorcio microbiano
constituido de Rhodotorula glutinis e Nocardia nova na relacéo C:P de
100:1, apresentou uma eficiéncia de biodegradagao de 15,43% através
da geracéo de CO2 e uma remocédo de 44,6% através dos valores de
TPH obtidos apresentando potencial de utilizagdo no processo de
biorremediagéo do solo em estudo.
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