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RESUMO

Esse trabalho realizado em microcosmo com solo contaminado com borra de petrdleo proveniente do Porto do
Recife-PE traz uma preocupacdo com a utilizagdo dessa energia ndo renovavel e as principais fontes de
contaminagdo advinda desta atividade, mas também indica solugdo de tratamento através da biorremediacdo
estimulada por nutrientes.Os principais objetivos do trabalho foram: a. Verificar, em escala de laboratorio, se
a adicdo de nutriente estimula o crescimento microbiano em solo contaminado por borra de petrdleo; b.
Avaliar a emissdo de CO, e o carbono da biomassa microbiana em amostras de solo contaminados com borra,
adicionados de sais de nitrogénio e foésforo; c¢. Determinar o numero de colonias (UFC) de fungos
filamentosos dos tratamentos estudados, relacionando com os parametros de biodegradabilidade; Foram
avaliados parametros indicativos de atividade microbiana, tais como: bioldgicos (carbono microbiano,
respirometria, quociente metabodlico qCO, e crescimento flingico) e fisico-quimicos (pH, soliveis em hexano
¢ matéria orgéanica). Os resultados sugerem que a adigdo de 5% de borra de petroéleo no solo com residuo e
apos adi¢do de nutriente apresentou biodegradacdo do contaminante. Dos parametros analisados a
respirometria ¢ o carbono microbiano foram considerados os mais indicativos das altera¢des na atividade
microbiana submetidos aos distintos tratamentos.

PALAVRAS-CHAVE: Biorremediacdo, atividade microbiana, residuo de petrdleo

INTRODUCAO

A geragdo de residuos toxicos pelas industrias ligadas ao setor petrolifero representa uma fonte poluidora de
grande impacto ambiental nos ecossistemas. Uma questdo chave para as empresas do setor é o
desenvolvimento de tecnologias focadas no aprimoramento dos processos de extracdo, beneficiamento e
distribuigdo visando, minimizar os impactos no meio ambiente e promover a disposi¢do adequada dos rejeitos
gerados. A historia da industria petrolifera no mundo tem mostrado uma série de acidentes graves, que
trouxeram e tem trazido um grande risco para os ecossistemas. Um alerta ficou bastante evidente, com os
primeiros acidentes envolvendo petroleiros que poluiram e provocaram grandes prejuizos ambientais, como
por exemplo, o ocorrido em 1967 com o navio liberiano "Torrey Canyon" que encalhou frente a costa da Gra-
Bretanha, proximo das ilhas Scilly, causando uma maré negra de 300 km?, ao derramar 123 mil toneladas de
petrdleo. Na ocasido, cerca de 180 km de praias francesas e inglesas foram atingidas. Em 1989 o petroleiro
"Exxon Valdez" encalhou, derramando 40 mil toneladas de petréleo bruto no estreito Prince William. Um ano
depois, tinham sido recolhidos 34.400 cadaveres de aves, mil de lontras e 151 de dguias-calvas. Em 1991, na
Guerra do Golfo, varios pocos de petroleo foram explodidos ocasionando grande contaminagdo, com mais de
820 mil toneladas de petroleo derramados, contaminando uma vasta regido do Kuwait.

Em relacdo aos vazamentos, a historia da exploracdo de petroleo no Brasil ¢ acompanhada por uma infinidade
de desastres ambientais. O pior deles ocorreu em margo de 1975, quando cerca de seis milhdes de litros de
petroleo vazaram de um cargueiro iraniano na baia de Guanabara. Outro episodio aconteceu em 1983, quando
1,5 milhdes de litros de 6leo vazaram do oleoduto Rio-Santos, atingindo o canal Bertioga e mais 17 praias. O
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prazo de recuperagdo dos ecossistemas em desastres como este ¢ de mais de 20 anos. Em muitos casos, as
conseqiiéncias decorrentes do acondicionamento inadequado e da destinagdo final do contaminante podem
alterar a composigdo do solo e contaminar por lixiviagdo ou infiltragdo o lengol freatico.

A indicacdo de alternativas tecnologicas voltadas para questdes ambientais se insere no contexto atual de
desenvolvimento industrial do estado, como oportuna, necessaria e desafiadora para atuais gestdes dos
segmentos publicos e privados.

Na perspectiva de utilizacdo de uma tecnologia ambiental de baixo custo e eficiente, a biorremediac¢ao surge
como alternativa para atenuar os efeitos negativos das contaminagdes com o uso de organismos, que via
processos metabolicos, sdo capazes de utilizar esses residuos como fonte de energia.

Em estudo realizado por Freire (2007), com solo contaminado com 6leo oriundo de uma area pertencente ao
Porto do Recife-PE, foi constatada atividade microbiana nas amostras submetidas a um processo de
biodegradacdo passiva. Considerando a presenga de microorganismos tolerantes a este tipo de contaminante,
este estudo objetivou avaliar, em escala de laboratério (microcosmo), o comportamento metabdlico da
microbiota do solo contaminado com residuo de petréleo em presenca de nutrientes.

MATERIAL E METODOS

Foi selecionada, para coleta de solo, uma area pertencente ao Porto do Recife - PE, localizado no centro-leste
da cidade, com confluéncia com as margens dos rios Capibaribe e Beberibe (coordenadas: Lat 08°04’S Long
34°°52°W).

A amostragem do solo foi realizada em uma area sem histérico de contaminagdo, em pontos aleatorios e na
profundidade de 0-10 cm. Apds coleta, as amostras foram acondicionadas em sacos de polietileno, transferidas
para o Laboratério de Tecnologia Ambiental - LABTAM/ITEP e acondicionadas sob refrigeragdo de 10°C,
até momento da analise.

O solo contaminado utilizado no estudo foi oriundo de um processo de remediacdo de uma area utilizada,
durante 50 anos, por empresas distribuidoras de combustivel. O solo estava acondicionado na ocasido em
sacos de 1,0 ton, dispostos no patio de estocagem do referido Porto.

Em amostras de solo ndo contaminado (100g), com a capacidade de campo ajustada para 50%, foram
acrescidos 0,5g do residuo oleoso ¢ sais de nitrogénio e fosforo, segundo as concentragdes: (NHy)H,PO, e
NH4NO; (C; N; P, 10:1,0:0,2) para estimular a atividade microbiana utilizando como testemunha solo
contaminado sem adi¢@o de nutrientes (R). Os tratamentos aplicados foram os seguintes: R+N (solo + sais de
nitrogénio); R+P (solo + sais de fosforo) e R+N+P (solo + sais de nitrogénio + sais de fosforo). Apds os
periodos de 7, 21, 35, 49 e 63 dias de incubagdo a temperatura ambiente, foram analisados os parametros: pH
(1 solo: 2 H,0), matéria organica (Tedesco et al.,1995), crescimento fungico (Warcup, 1950), respirometria
(Grisi, 1978) e carbono microbiano (Vance et. al. 1997). A atividade dos microrganismos do solo,
caracterizada pela emissdo de CO, foi determinada pela captura de CO, em solu¢do de KCL e respiragdo
especifica da biomassa microbiana foi determinada pelo quociente metabolico (qCO,). Os resultados foram
submetidos a andlises de estatisticas, utilizando-se o programa Statistica, ¢ o teste de Tukey ao nivel de 5%.

A andlise fisico-quimica do solo foi realizada no Laboratério de Analises Agricolas LTDA — LAGRI e os
experimentos de biodegradagdo foram realizados no LABTAM.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia ¢ as médias comparadas pelo teste Tukey com 5%
de significancia, usando o programa STATISTICA.

RESULTADOS
Crescimento fiingico

A estimativa do niimero de coldnias fingicas formadas em meio de cultura (UFC), apesar de ndo ser
considerada uma medida confidvel devido as variaveis e as limitagdes de cultivo em laboratorio, é um
importante parametro no estudo da dindmica das comunidades microbianas. Esse pode indicar variagdes na
densidade ¢ na diversidade de populagdes submetidas a diferentes tratamentos, segundo diversos autores
(ATLAS, 1986; ATLAS et AL, 1990; AZEVEDO,1997).

Na Figura 1, foi possivel observar que os tratamentos referentes as amostras de solo + residuo (SR) e solo +
residuo + fosforo (SR + P) apresentaram comportamento similar durante o periodo de incubagdo, no entanto,
foi verificado diminui¢o do nimero de coldnias a partir do 7° dia de crescimento
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No 21° de incubagio foi verificado que, no tratamento recebendo sais de nitrogénio e fosforo (SR +N + P),
obteve-se maior niimero de colonia fungicas, em relagdo aos outros tratamentos, possivelmente devido ao
aporte de nutrientes a0 meio. Com relacdo ao tratamento apenas com adi¢do de sais de nitrogénio (SR + N),
ou seja, sem a presenca de fosforo, foi observado crescimento inferior ao controle no 7° e no 21° dias de
incubagdo, sugerindo que o fosforo ¢ um elemento essencial para o crescimento fingico. Apds 49 dias de
incubagdo foi constatado uma diminui¢do do crescimento em todos os tratamentos estudados, sendo
atribuido-se ao fato a possivel escassez de nutrientes.
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Figura 1: Valores médios do crescimento das colonias fungicas (UFC) submetidas aos tratamentos de
solo. (SR- solo com residuo; SR+N- solo com residuo e nitrogénio; SR+P- solo com residuo e fosforo;
SR+N+P- solo com residuo, nitrogénio e fosforo)

Respirometria

Durante o experimento utilizando a técnica de biodegradacio foi observado comportamento distinto na
emissdo de CO, referente as amostras de solo submetidas aos diferentes tratamentos (Figura 2). As amostras de
solo + residuo (SR) e solo + residuo + fosforo (SR + P), apresentaram comportamentos similares em relagdo
aos valores acumulados de C-CO, durante os 63 dias de incubac¢do, variando entre 3,47- 177,1 pg C-CO,.
100.g solo™. Por outro lado, os tratamentos recebendo concentracdes de sais de nitrogénio (SR + N) e de
nitrogénio e fosforo (SR +N + P) apresentaram valores proximos e superiores ao controle (177,1; 173,3 ¢
42,66 pg C-CO,/100.g solo™, respectivamente) apds o periodo de incubagio. Esse aumento na emissdo de CO,
pode esta relacionada a uma condicdo de estresse em fungdo da adicdo de sais inorganicos no meio.
Resultados similares foram obtidos por Millan (2004), em experimento realizado com lodo de refinaria.
Segundo o autor, a incorporagdo de nutrientes (fosforo e nitrogénio) de forma exdgena ao solo ndo provoca
aumento no processo de degradagdo de hidrocarbonetos.

A estimativa do desprendimento acumulativo de C-CO, evidenciou o comportamento metabdlico no processo
de biodegradagdo de contaminantes sob condi¢des estimulada e controlada em laboratdrio.
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Figura 2: Valores médios de C-CO, (ngC-CO,.g solo™) nos diferentes tratamentos de solo. (SR- solo
com residuo; SR+N- solo com residuo e nitrogénio; SR+P- solo com residuo e fosforo; SR+N+P- solo
com residuo, nitrogénio e fésforo)

Carbono microbiano

A quantidade de carbono da biomassa microbiana e a emissdo de C-CO, in situ ou em laboratorio, tém sido
utilizados como parametros indicativos de qualidade do solo em experimentos voltados para a elucidagdo do
papel dos microrganismos no processo de degradacdo e recuperagdo de areas degradadas. Os métodos de
avaliaggo C microbiano do solo sdo bastante variados, mas, de uma forma geral, permitem a avaliar o status de
carbono e de outros nutrientes contidos nos microrganismos (DE-POLLI & GUERRA, 1997).

Neste estudo, os resultados obtidos do Cmic no experimento de biodegradagdo (Figura 3) ndo diferiram
estatisticamente. No entanto, os dados apresentados no 35° dia de incubagdo indicaram um decréscimo nos
valores do Cmic, referente ao tratamento com nitrogénio (123,75 pg C/g solo seco™) em relagdo ao controle
(433,12 pg C/g solo seco™). Considerando os dados da emissdo de CO, (Figura 2), é possivel observar que o
coeficiente metabolico (QCO,) neste periodo foi maior que 1,0 (Figura 4) sugerindo uma condicdo de estresse
provocada possivelmente pela adi¢cdo do nitrato de amdnia. Segundo Paula et. al. (2006) valores elevados de
qCO, podem indicar estresse fisiologico na comunidade microbiana. Ainda no periodo de 35° dia de
incubagdo, foi observado que as amostras com adi¢do de fosforo (SR + P) e o controle (SR), apresentaram
baixos valores de coeficiente metabdlico (0,01; 0,05, respectivamente). Esse comportamento pode ser
comprovado nos dados indicados na Figura 4. Segundo Pinzari et al., (1999), valores elevados de qCO,
refletem dificuldades do uso de substratos orgénicos pela biomassa microbiana presente no solo, com adigéo
de nutrientes.
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Figura 3: Carbono microbiano (pg C/g solo seco™) estimado nas amostras de solo nos diferentes
tratamentos. (SR- solo com residuo; SR+N- solo com residuo e nitrogénio; SR+P- solo com residuo e
fésforo; SR+N+P- solo com residuo, nitrogénio e fésforo)
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Figura 4: Valores médios do coeficiente metabélico (ngC — CO,- ug Cmic) observado durante os 63 dias
de tratamento.(SR- solo com residuo; SR+N- solo com residuo e nitrogénio; SR+P- solo com residuo e
fosforo; SR+N+P- solo com residuo, nitrogénio e fésforo.

pH do meio

A atividade microbiana ¢ extremamente dependente do pH do meio. Da mesma forma, a solubilidade dos
contaminantes ¢ a sor¢do destes no solo podem variar em fung@o deste parametro (Provident et. al., 1993).
Segundo Alexander (1999), nas faixas de pH em torno da neutralidade a biodegradagdo tende a ser mais
efetiva.
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Figura 5: Média de variacdo de pH no solo submetido aos diferentes tratamentos em 69 dias de
experimento. (SR- solo com residuo; SR+N- solo com residuo e nitrogénio; SR+P- solo com residuo e
fésforo; SR+N+P- solo com residuo, nitrogénio e fosforo)

A analise estatistica ndo revelou diferenga significativa na variagao do pH (6,5 - 7,7). No entanto foi possivel
observar que todos os tratamentos apresentaram os valores de pH inferior ao controle, sendo mais baixo o pH
das amostras de solo referentes ao tratamento (SR + P + N) (Figura 5). Segundo Millan (2004), o pH do solo
€ um importante fator para o desenvolvimento dos microrganismos degradadores, sendo mais adequado entre
a faixa 6 e 8.

Teor de Matéria Organica

A matéria organica do solo, considerada uma pequena parte da fase sélida do solo, ¢ constituida pela fragdo
decomposta de natureza coloidal conhecida como hiumus e por outros materiais como residuos de plantas,
microorganismos, detritos, insetos ¢ outros animais que se depositam no solo ¢ que contribuem para a sua
fertilidade, sendo seu percentual em torno de 3 - 5% do peso total (CARDOSO, 1992).

A anadlise de MO referente aos tratamentos (SR), (SR + P), (SR + N) e (SR + P + N) apods 63 dias de
experimento, apresentaram os seguintes valores, respectivamente: 1,60; 1,84; 2,16 e 1,76%. Segundo Pereira
(2004), a matéria organica ¢ um parametro que ndo responde prontamente a alteragdes na microbiota do solo
sendo mais recomendado estimar as mudangas na populagdo microbiana através de indicadores bioquimicos
tais como a atividade enzimatica, C mic e C-CO, entre outros.

Nas analises de 6leos e graxas dos tratamentos (SR), (SR + P), (SR + N) e (SR + P + N), foi verificado, apos
63 dias do experimento uma degradagdo de 58,3% nas amostras (SR) (120 -70 mg.100g solo™), ou seja numa
condi¢do espontanea biodegradacdo. Nos outros tratamentos ndo foi observado alteracdes com relagdo ao
tempo inicial. Comportamento similar foi verificado por Millan (2004), quando observou um aumento de 22%
na degradac@o de hidrocarbonetos submetidos a ag@o natural aumentando apenas a aera¢do com a técnica de
landfarming.

CONCLUSOES

e Amostras de solo contaminado com residuo de petréleo suplementadas com sais de nitrogénio
apresentam alteragdes na emissdo de C-CO, ap6s 35 dias de incubagao;

e Aumento no coeficiente metabdlico (QCO,) indica condigdes de estresse nas amostras com residuo de
petroleo e suplementadas com sais de nitrogénio;

e Apos 35 dias de incubagdo houve decréscimo nos valores do Carbono da biomassa microbiano No
entanto, os dados apresentados no indicaram um decréscimo nos, referente ao tratamento com
nitrogénio (123,75 pg C/g solo seco™) em relagdo ao controle (433,12 ug C/g solo seco™).

e A capacidade de crescimento fingico em amostras de solo contaminado com borra de petrdleo
suplementado com nutrientes foi comprovada através do isolamento em condi¢des de laboratorio;

e O pH do solo, mediante aos diversos tratamentos realizados, ndo sofre variagdes, mantendo-se dentro
dos padrdes relatados nos diversos trabalhos descritos sobre biorremediagio;
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e Apos 63 dias do experimento foi possivel constatar a degradagdo de 58,3% do contaminante nas
amostras de solo, sem adigdo de nutrientes.

e O composto xenobidtico presente nas amostras de solo ¢ biodegradavel e passivel de aplicagdo da
técnica de biorremediagao.
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