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RESUMO

Nas Ultimas décadas, os problemas ambientais ocasionados por acidentes com combustiveis fésseis tornaram-se
mais frequentes. Varios estudos tem buscado técnicas de tratamento remediadoras destes ambientes
contaminados. Neste panorama as técnicas de biorremediacdo destacam-se pelo baixo custo e relativa
simplicidade de execucdo. No presente trabalho objetivou-se comparar as técnicas de bioestimulo (BE) e
bioaumento (BA) no tratamento ex-situ de solo artificialmente contaminado com 5% de diesel B5. Os ensaios
foram conduzidos em microcosmos de bancada, simulando-se biopilhas, que foram periodicamente aeradas por
revolvimento mecénico manual. Ao final de 126 dias verificou-se uma degradacdo dos n-alcanos de 81,8% para
a atenuacgdo natural (solo controle), 90,9% para a técnica de bioestimulo e 87,9% para a técnica de bioaumento.
Embora a diferenca entre 0 BE e 0 BEA ndo seja estatisticamente significativa, considera-se a re-inoculagéo de
micro-organismos autdctones bastante promissora para a remedia¢éo do solo.

PALAVRAS-CHAVE: biorremediacdo, biodiesel, aclimatacéo, solo.

INTRODUCAO

Derivados de petroleo sdo e continuardo a ser, durante as proximas décadas, uma das principais fontes de
energia e uma fonte de poluicdo potencial de importancia mundial. O uso crescente de automéveis fez com que
ocorresse um proporcional aumento do nimero de postos revendedores e de postos de abastecimento e
consequente refinamento da legislacdo que rege o setor. O processo de logistica da producéo e distribuicdo de
derivados de petrdleo opera basicamente em regime de batelada e a etapa final antes de chegar ao consumidor é
a estocagem dos derivados de petrOleo em tanques subterraneos (SASC - Sistema de Armazenamento
Subterraneo de Combustiveis) ou em tanques aéreos (SAAC - Sistema de Armazenamento Aéreo de
Combustiveis). Entretanto, a possibilidade de vazamentos destes produtos no solo e subsolo € alta e existem
diversas possibilidades de remediacdo do problema.

Em funcdo da elevada toxicidade de alguns compostos constituintes dos combustiveis, a contaminacdo do solo
por esses produtos representa uma grande ameaga ndo apenas a sua qualidade, mas também a das aguas
subterraneas, uma vez que ambos estdo intimamente interligados. Além disso, esse tipo de contaminagdo pode
resultar de forma imediata (ou ndo) em graves danos a vida e a salde da populagdo (FINOTTI; CAICEDO,
2001; GOUVEIA; NARDOCCI, 2007). Desta forma, a introducéo de novos combustiveis ou de aditivos aos
mesmos também podem configurar uma possivel ameaca a qualidade dessas matrizes ambientais.
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Para remediar solos e aguas subterrneas impactadas por petroderivados como o diesel, uma variedade de
tecnologias e procedimentos tem sido utilizados atualmente, e um grande nimero de novas tecnologias tem se
mostrado bastante atrativas e promissoras; dentre elas a biorremediacdo microbiana (BENTO et al., 2005;
CHAGAS-SPINELLI, 2007). Tal tecnologia abrange um grupo de técnicas, que associadas a diferentes
estratégias de tratamento, exploram a diversidade genética e a versatilidade metabdlica de micro-organismos
para transformar contaminantes ambientais em produtos finais mais estaveis e in6cuos, os quais podem ser

integrados aos ciclos biogeogquimicos (GAYLARDE; BELLINASO; MANFIO, 2005; SEPULVEDA; TREJO,
2002).

Dentre as estratégias de biorremediacdo, o bioestimulo (ou bioestimulagéo), que envolve a adicdo de agentes
estimulantes a atividade microbiana, como nutrientes e oxigénio, e o bioaumento que consiste na inoculagéo de
culturas puras de micro-organismos ou consdrcios microbianos com potencial para degradar o contaminante
alvo, tém sido as mais reportadas na literatura atual (BENTO et al., 2005; DIAS, 2007; JACCQUES et al.,
2007).

Tendo-se em vista a introducdo da mistura diesel/biodiesel na matriz energética brasileira, faz se necessario
estudar a remediacdo deste contaminante no solo. Desta forma, este trabalho tem por objetivo avaliar a
aplicabilidade das técnicas de biorremediagdo denominadas bioestimulo (BE) e bioaumento (BA) na degradagédo
dos hidrocarbonetos em um solo contaminado artificialmente com diesel B5.

MATERIAIS E METODOS

Selecéo, preparacéo e contaminacao do solo

O solo empregado nos experimentos foi coletado em um posto de revenda de combustiveis, localizado no
bairro Manejo, Municipio de Resende, Km 293 da Rodovia Presidente Dutra. A escolha deste solo deve-se ao
fato deste posto encontrar-se em reforma depois de cerca de 2 anos de interdi¢do. Parte do solo do local havia
sido escavada para remocdo dos tanques de armazenamento subterraneos, facilitando o acesso e o processo de
amostragem.

O solo foi peneirado empregando-se peneira série tyler 9, em equipamento Granutest Produtest. Uma amostra
foi coletada e enviada a EMBRAPA Solos para analise fisico-quimica e a outra foi analisada em relagao a
umidade total, & capacidade de campo (capacidade de retencdo de agua) e a popula¢do microbiana heterotrofica
total.

Contaminou-se o solo artificialmente com diesel B5 preparado no laboratdrio a partir de amostras de 6leo
diesel de referéncia e biodiesel de soja. A mistura foi preparada por pesagem dos respectivos percentuais de
diesel/biodiesel adotado: 95/5 (g/g). Ambos os 6leos foram cedidos gentilmente pelo professor e pesquisador
Sérgio Machado Corréa, do Departamento de Quimica e Ambiental da Faculdade de Tecnologia (FAT), UERJ
— Resende, sendo os mesmos procedentes do Centro de Pesquisa da Petrobras (CENPES).

Montagem das Biopilhas

Foram montadas trés biopilhas em bandejas de isopor, em duplicata, com 300 g de solo: ATN com solo
contaminado; BE com solo contaminado e correcéo nutricional C:N:P de 100:10:1 (MOLINA-BARAHONA et
al., 2004) com (NH,),SO, e K,HPO,; BEA com solo contaminado, corre¢do nutricional e re-inoculagdo de
micro-organismos indigenas apos enriquecimento e aclimatagdo em meio BH (DIFCO MANUAL, 1984) com
1% de diesel B5. A umidade do solo foi monitorada semanalmente e mantida em 32% (50% da capacidade de
campo). O experimento foi conduzido por 126 dias.

Metodologias analiticas

As amostras foram analisadas em relacdo aos micro-organismos heterotréficos totais pela técnica de unidades
formadoras de colénias (UFC) plaqueadas pour plate em meio PCA.

Os hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP) foram extraidos do solo em extrator Soxhlet de acordo com a
metodologia U.S.EPA 3540C. Os hidrocarbonetos extraiveis de petroleo foram analisados por cromatografia
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de fase gasosa com detector seletivo de massas (GC-MSD), utilizando como referéncia o Método USEPA
8015.

RESULTADOS

Os resultados relativos as analises fisico-quimicas e microbioldgicas do solo sdo apresentados na Tabela 1.

Como mostrado na Tabela 1, quanto a proporcao granulométrica apresentada, o solo é caracterizado como de
textura ou granulometria argilosa.

Tabela 1 — Caracterizacdo fisico-quimica e microbioldgica do solo estudado antes da contaminacao.

PARAMETROS VALORES
Areia 8,92
Granulometria (%) Silte 16,31
Argila 74,70
Capacidade de campo (%) 64,5
Umidade (%) 5,6
ca™ 2,2
Mg** 0,4
Complexo sortivo K* 0,57
(ccmol /KQg) Na* 012
AP 0
H+ 0
pH Agua 7,0
KCI leqg/L 6,7
Carbono organico total (g/Kg) 4,6
Nitrogénio total (g/Kg) 0,3
Fosforo assimilavel (mg/Kg) 43

Populagdo Heterotrofica total

7
(UFCl/g de solo) 1,75x10

A capacidade de campo, parametro que pode ser definido como a quantidade maxima de agua que um solo
pode reter em condigBes normais ou como o limite maximo de agua disponivel aos micro-organismos e plantas,
foi de 64,5%. Optou-se em utilizar nos experimentos de biodegradacdo, valores em torno de 50% da
capacidade de campo, 0s quais estariam préximo ao meio da faixa 6tima citada na literatura.

Com relacdo ao pH, o solo em estudo mostrou-se neutro, ndo necessitando de corre¢do, uma vez que a faixa
6tima de pH citada na literatura para tal fim situa-se entre 6,5 a 8,5.

De acordo com os valores de carbono, nitrogénio e fosforo expostos na Tabela 1 foi possivel calcular a relacdo
C:N:P do solo em 100:6,5:0,9. Essa relacdo indica que os teores de N e de P estdo abaixo do limite minimo
reportado na literatura como adequado ao desenvolvimento da microbiota nativa, que é de 100:10:1. Logo, a
correcdo de nitrogénio e fdsforo foi necesséaria. Com a introducédo do 6leo diesel B5, ou seja, com a entrada de
uma nova fonte de carbono, a proporgdo seria alterada, segundos os calculos para 100:0,6:0,09, considerando
que o teor de carbono orgénico proveniente da contaminacdo seria de 85% da massa total do contaminante
adicionada (p/p), que foi de 50 g/Kg de solo. Desse modo, para a execucdo dos processos de biorremediagéo
propostos, houve a necessidade do acréscimo desses nutrientes no solo.

No que diz respeito aos micro-organismos, o solo in natura apresentou uma populacdo heterotréfica total de
1,75 x 10" UFC/g de solo, sendo considerado, de um modo geral, um solo bem povoado.

Os resultados da quantificagdo dos micro-organismos heterotréficos totais encontrados a partir das analises
microbiolégicas do solo contaminado no decorrer do estudo e nas diferentes condi¢Oes estdo apresentados na
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Figura 1. Cabe ressaltar que os micro-organismos heterotroficos sdo aqueles que utilizam compostos organicos
como sua principal fonte de carbono, sendo 0s componentes de destaque na biodegradacdo de contaminantes
organicos. No solo, a maioria desses micro-organismos é representada por actinomicetos, fungos e bactérias
(Moreira e Siqueira, 2006).
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Figura 1: Estimativa média dos micro-organismos heterotréficos totais (UFC.g-' solo) aos 0, 34, 62, 97 e
126 dias de monitoramento do experimento.

Observa-se na Figura 1 que a populacdo microbiana praticamente manteve-se na ordem de 10’ UFC.g™ solo
para todos os tratamentos adotados. Estes resultados indicam que o contaminante presente no solo provocou a
inibicdo da microbiota presente.

Ciannella (2010) avaliou diferentes estratégias de biorremediacdo em solo contaminado por 6leo diesel e
também verificou que o ndmero de micro-organismos heterotroficos totais ndo foi influenciado pelos
tratamentos, concluindo que a biomassa microbiana pode ser um indicador pouco especifico para se determinar
o potencial de biodegradacéo.

Dos hidrocarbonetos presentes no diesel, os alcanos lineares de comprimento C,o-Cy¢ constituem os substratos
mais prontamente utilizados pelos micro-organismos por serem mais susceptiveis ao ataque dos mesmos. Por
conta disso, tendem a ser rapidamente degradados no ambiente. No entanto, j& foi comprovada a biodegradagéo
de n-alcanos até C,4 (ATLAS, 1981). Estudos relatam que a biodegradacdo aerdbia desses compostos ocorre
normalmente por um ataque monoterminal ou diterminal. 1sso significa que a quebra ocorrera em um ou em
dois atomos de carbonos terminais. Na oxidacdo monoterminal, 0 grupo metila desses compostos é comumente
oxidado por uma série de reagdes que conduzem, primeiramente, a formacao de um alcool primario, seguido de
um aldeido e um acido carboxilico (BENTO, 2005). O é&cido carboxilico ¢ posteriormente degradado via -
oxidacdo com a formacdo de acidos graxos com dois carbonos a menos e a formacdo de acetilcoenzima A, com
liberacdo eventual de CO,. Na oxidacdo diterminal de alcanos C,y a Cy4, por exemplo, ocorre a formacao de
dialcools primarios e, posteriormente, acidos alifaticos (ATLAS, 1981; BAPTISTA, 2003).

No presente experimento, a remog¢do dos hidrocarbonetos alifaticos na faixa de Cy4-Cyg (n-alcanos) foi utilizada
como parametro de avaliagdo da biodegradacéo do 0Oleo diesel B5 (Figura 2). Ressalta-se que os n-alcanos ndo
sdo considerados um grupo de elevada toxicidade a biota e seres humanos quando comparados aos compostos
aromaticos. Contudo, sdo importantes indicadores de biodegradacdo, uma vez que sdo 0s primeiros compostos
a serem degradados pelos micro-organismos. Na Figura 3 sdo mostrados os resultados da degradacdo dos
hidrocarbonetos, nos diferentes tratamentos estudados.
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Figura 2: Acompanhamento dos n-alcanos extraidos do solo contaminado aos 0, 62, 97 e 126 dias de
monitoramento do experimento.

A partir da Figura 2 observa-se um perfil de degradacdo dos n-alcanos em funcdo do tempo correspondente a
um polinémio de terceiro grau para todos os tratamentos. Aos 62 dias de tratamento verificou-se que a
velocidade de degradacdo para os tratamentos BE e BEA é semelhante e superior a do tratamento ATN, o que
pode ser verificado pela queda acentuada das respectivas curvas apresentadas na Figura 2. Este perfil persiste
até os 126 dias de experimento.
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Figura 3: Degradacéo percentual dos n-alcanos extraidos do solo contaminado aos 62, 97 e 126 dias de
monitoramento do experimento.

Em relacdo a degradacdo percentual dos n-alcanos observou-se que esta ocorreu de forma mais acentuada até
97 dias para os tratamentos ATN e BE, enquanto para o tratamento BEA esta ocorreu de forma mais gradativa
(Figura 3). Ao final do experimento o tratamento BE foi 0 que atingiu 0 maior percentual de degradacéo dos n-
alcanos. Ao comparar os tratamentos BE e BEA com o ATN é possivel verificar que aos 62 dias a remoc¢do dos
n-alcanos pelo tratamento BEA foi superior ao ATN (29,5%), enquanto para os demais periodos BE foi
superior.

CONCLUSOES

Quanto a degradacdo dos n-alcanos, ap6s 126 dias de experimento, obteve-se 81,8% (ATN), 90,9% (BE) e
87,9% (BEA) em relacdo ao solo inicial. Os resultados sugerem que a re-inoculagcdo de micro-organismos
autoctones, apds aclimatacdo ao contaminante, melhoram o processo de biorremediacdo apenas para 0S
primeiros dias, embora o resultado ndo seja estatisticamente significativo. Entretanto, a reinoculacdo do solo
com micro-organismos pré-selecionados do proprio ambiente contaminado tem sido considerada por alguns
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autores como a abordagem mais promissora no processo de biorremediacdo (BENTO et al., 2003;
CUNNINGHAM; PHILP, 2000). Segundo Thompson et al (2005) a populacdo indigena prevalente do habitat
alvo encontra-se mais adaptavel fisiologicamente as condigdes do mesmo sendo, portanto, mais favoravel a
persistir como um indculo reintroduzido do que aquela populagdo estranha ou mesmo transitoria.

Conclui-se que as técnicas empregadas (BE e BEA) séo indicadas para serem empregadas na biorremediacao de
solo contaminado com diesel B5, sendo significativamente melhores que a atenuacéo natural (ATN) e de baixo
custo. Sugere-se que o sistema seja monitorado por um periodo de tempo maior para se ampliar o potencial
degradador das biopilhas.
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