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RESUMO

A contaminagao de solos e aguas subterraneas por
petroderivados tem aumentado nas ultimas décadas,
causando graves impactos ambientais. Uma varieda-
de de tecnologias e procedimentos tem sido utilizados
atualmente, e um grande nimero de novas tecnologias
tem se mostrado bastante atrativas e promissoras,
destacando-se a biorremediagao. Dentre as estraté-
gias de biorremediagao, o bioestimulo (ou bioestimu-
lagdo) e o bioaumento tém sido as mais reportadas na
literatura atual. Este trabalho teve como objetivo es-
tudar o processo de biorremediagao de solo artificial-
mente contaminado por dleo lubrificante usado. Utili-
zou-se como controle a atenuagao natural. Ao todo, o
experimento foi dividido em 8 biopilhas de bancada em
duplicata, monitoradas semanalmente quanto a umi-
dade e aeradas por revolvimento mecanico, durante 63
dias, contendo 500 g de massa total. A quantidade de
estruturante adicionada ao solo foi de 10% p/p e a de
inéculo 10% p/p. Os resultados obtidos demonstram
que em todos os sistemas estudados houve aumen-
to dos micro-organismos heterotroficos totais e a re-
ducao dos n-alcanos. Portanto a biorremediagao com
bioestimulo (BE) mostra-se uma alternativa eficaz na
remediagao de solos contaminados por 6leo lubrifican-
te usado.
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ABSTRACT

The contamination of soil and underground waters
by hydrocarbon fuel has been increasing in the last
decades, causing serious environmental impacts. A
variety of technologies and proceedings has been used
at present, and a great number of new technologies
has if shown quite attractive and promising, when
the biorremediation is outstanding. Among the
strategies of bioremediation, the biostimulation and
the bioaugmentation techniques have been the most
used in the current literature. Thus this work aimed
to evaluate the process of biorremediation of a soil
artificially contaminated by lubricating oil getting a
job biopilhas of row of seats. The natural attenuation
was used as control. The experiment was divided in 8
microcosms (500 g samples) in duplicate and aerated
by mixing during 63 days. The quantity of estruturante
added to the ground was of 10 % p/p and her of inéculo
10 % p/p. The results demonstrate that in all the studied
systems there was increase of the total heterotrophic
microorganisms and the reduction of the normal
alkanes. So the biorremediation with b biostimulation
(BE) shows off an efficient alternative in the remediation
of soils contaminated by lubricating oil.
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1  INTRODUGAO

A contaminacgao do solo pode acarretar a perda de algumas ou varias de suas fungbes e também
atingir aguas subterraneas. Dependendo do nivel de contaminagao e do tipo de contaminante, surgem
multiplas consequéncias negativas para a cadeia alimentar, para a saude publica e para os diversos
ecossistemas e recursos naturais (RODRIGUES e DUARTE, 2003).

Os acidentes causados por petréleos e seus derivados vem preocupando muito as socieda-
des, devido a esses acidentes serem, muitas vezes, irreversiveis e de dificil solucao. Um dos maiores
responsaveis por eles sao os postos de combustiveis, ja que contém em sua armazenagem combus-
tivel e dleos lubrificantes. A biorremediagao vem sendo muito estudada para a recuperagao de areas
contaminadas, pois o tratamento é o menos agressivo e praticamente nao interfere na manutengao do
equilibrio ecoldgico (LOPES, 2014). Além isso, apresenta simplicidade da manutengao, aplicagao em
grandes areas, baixo custo e pode causar a destruigdo completa do contaminante (BENTO et al., 2005).

O grande crescimento populacional agravou o aumento de residuos sélidos, liquidos e gasosos,
gerando um alto impacto ambiental, dificultando o controle e destinagao correta e, dentre esses resi-
duos, estdo o hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs). (JACQUES, 2007)

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) sao compostos mutagénicos e carcinogéni-
cos aos humanos e aos animais que sao introduzidos no ambiente em grandes quantidades, devido as
atividades relacionadas a extragao, ao transporte, ao refino, a transformagao e a utilizagao do petréleo
e de seus derivados. Apesar disso, a grande maioria dos microrganismos do solo ndo possui a capaci-
dade de degrada-los, o que resulta na sua acumulagao no ambiente e na consequente contaminagao
dos ecossistemas. (JACQUES, 2007)

Uma estratégia para a eliminagcao dos HAPs do solo € através da biorremediacao, na qual os
microrganismos que apresentam capacidade de metabolizar esses compostos irdo transforma-los
em substancias inertes, CO, e agua. No entanto, essa biotecnologia pode ser limitada pela falta de mi-
crorganismos degradadores dos HAPs no solo, pela presenca de condigoes ambientais desfavoraveis
a eles ou pela baixa biodisponibilidade dos contaminantes a microbiota degradadora. Para superar
essas limitagoes e promover uma eficiente remogao dos contaminantes do ambiente, varias técnicas de
biorremediagao foram desenvolvidas, como biorremediagao passiva, bioaumentacgao, bioestimulacao,
fitorremediacao, landfarming, compostagem e biorreatores. (JACQUES, 2007)

Os hidrocarbonetos totais de petréleo sdo formados por atomos de carbono e hidrogénio, além
de pequenas quantidades de enxofre, nitrogénio e oxigénio em proporgdes varidveis. A composigao

percentual aproximada dos diversos elementos quimicos encontra-se na Tabela 1 (KOLESNIKOVAS, 2006).

Tabela 1 - Composigao do Petréleo

Elemento Concentragao Percentual %
Carbono 81a88

Hidrogénio 10a14

Oxigénio 0,001a1,2

Nitrogénio 0,002a1,7

Enxofre 001a5

Fonte: KOLESNIKOVAS, 2006
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Contaminagoes de solos com hidrocarbonetos de petréleo sao um problema ambiental com
abrangéncia mundial, devido a alta demanda de produtos refinados de petréleo. As fontes sao multiplas
e estao relacionadas a exploragao, produgao, armazenamento, transporte, distribuicao e a destinagao
final de petréleo e seus derivados. (BERGER, 2005)

Em um ambiente contaminado, os hidrocarbonetos sao, geralmente, degradados por bactérias,
havendo também a possibilidade de atuagao de fungos nesse processo. Porém, a contribuigao de cada
um varia com os fatores ambientais e as propriedades fisico-quimicas do solo (CUNHA, 1996).

Para remediar solos impactados por derivados de petréleo, uma variedade de tecnologias e
procedimentos tem sido utilizada atualmente, e um grande nimero de novas tecnologias tem se mos-
trado bastante atrativas e promissoras; dentre elas a biorremediagao (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 metabodlica de microrganismos para
transformar contaminantes ambientais em produtos finais mais estaveis e inécuos, os quais podem
ser integrados aos ciclos biogeoquimicos (MARIANO et al., 2007; JACCQUES et al., 2008).

Algumas condic¢ées hidrogeoldgicas podem influenciar na biorremediagdo como: permeabilida-
de do solo e materiais de subsuperficie, tipo de solo, profundidade do nivel de agua, concentragao de
minerais, potencial redox, pH, temperatura, que devem ser sempre monitorados para ndo comprometer
a biorremediagao. (MARTINS, 2010)

O presente trabalho teve como objetivo estudar o processo de biorremediagao de solo contami-
nado artificialmente com dleo lubrificante usado.

2 METODOLOGIA

Neste experimento, foram testadas 8 condigGes diferentes, a saber: atenuagao natural monito-
rada, na qual apenas o contaminante foi adicionado ao solo; bioestimulo, no qual o solo contaminado
foi adicionado apenas de nutrientes; bioestimulo com bioaumento, no qual o solo contaminado foi
adicionado de nutrientes e indculo microbiano; bioestimulo com bioaumento e material estruturante,
no qual o solo contaminado foi adicionado de nutriente, inéculo microbiano e material estruturante.

2.1 Coleta do inoculo

0 solo de manguezais é rico em matéria organica e possui um grande fluxo de ciclagem de nu-
trientes, sendo o manguezal um bergario para inimeras espécies e lar de uma grande quantidade de
organismos decompositores que fazem essa ciclagem de matéria organica, sendo, portanto organismos
degradadores de carbono. O dleo lubrificante como derivado do petréleo é constituido por longas e di-
versas moléculas de carbono mais complexas e de dificil degradagao, além de aditivos que determinam
caracteristicas do 6leo, como viscosidade, dispersao, anticorrosao, entre outras, e metais presentes,
devido ao desgaste das partes internas do motor. O objetivo da escolha do solo de manguezal é utilizar
os organismos ali presentes degradadores de carbono na degradagao do carbono presente no 6leo
lubrificante através da técnica de bioaumentacgao.

Segundo Bugg e Winfield (1998), o crescimento de microrganismos provenientes de sedimento de
manguezal, em condic¢Oes laboratoriais como em placas com petrdleo, pode ser justificado pela grande
quantidade de compostos aromaticos brutos que ocorrem naturalmente nesse ecossistema, como a
celulose, a lignina e o tanino, que sao parcialmente decompostos no sedimento. Assim, as mesmas
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vias enzimaticas necessarias para a degradagao desses compostos naturais podem ser utilizadas
para a degradagao dos hidrocarbonetos provenientes do petréleo. Além disso, pode haver aumento
na capacidade de biodegradacao dos hidrocarbonetos em algumas populagdes de microrganismos
nativas, em ambientes poluidos com 6leo, processo chamado de adaptagao, no qual existem trés me-
canismos: (1) indugao, (2) depressao de enzimas e alteragdes genéticas e (3) enriquecimento seletivo
(SPAIN et al., 1980).

A coleta de sedimento foi realizada no mangue do Pontal, Angra dos Reis, Rio de Janeiro (22°57'06"S
44°19'58" 0) (Figura 1). O solo foi obtido a partir da camada superficial de sedimento (de 0 a 5 cm),
em nove pontos aleatérios do manguezal. A seguir, foi colocado em recipiente de vidro estéril com o
auxilio de uma espatula, posteriormente conservado em geladeira até a montagem do experimento.

Figura 1 - Foto Aérea do Mangue do Pontal (area de coleta do inoculo)

100 m
200 pés

Fonte: dos autores, 2017.

2.2 Coleta do Oleo Lubrificante Usado

0 dleo lubrificante utilizado neste trabalho foi 0 20W-50 de uma das marcas mais utilizadas no
pais para motocicletas 4 tempos ciclo Otto. O produto foi extraido de um motor de 150cc que ja apre-
sentava bastante sinal de desgaste.

2.3 Preparo do Material Estruturante

Os materiais estruturantes empregados foram bagacgo de cana-de-acgucar, casca de coco, fibra
de palmeira, serragem e bambu.

Apds serem coletados, limpos e secos ao sol por 5 dias, os estruturantes foram levados ao la-
boratério onde foram secos em estufa por mais 72 horas a 60 °C, para retirar a umidade.

Posteriormente, foram triturados no moinho de facas, para alcangar uma granulometria de 8 mesh.
2.4 Montagem do experimento
No experimento, foram utilizados 6 Kg de solo argiloso contaminado com dleo lubrificante usado,

que foi dividido em 16 biopilhas de bancada, em duplicata: 2 para atenuagao natural monitorada (C1
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e C2), 2 para bioestimulo (BE1 e BE2); 2 para bioestimulo com bioaumento (BEAT e BEA2); 10 para
bioestimulo com bioaumento e adigao de material estruturante (E1A, E2B, E2A, E2B, E3A, E3B, E4A, E4B,

E5A e E5B).

Na Tabela 2, encontra-se a composicao da solugado de nutrientes utilizada e, na Tabela 3, as
quantidades massicas utilizadas em cada biopilha. A quantidade de estruturante adicionada ao solo

foi de 10% p/p e a de in6culo 10% p/p.

Apo6s a montagem, as biopilhas foram monitoradas semanalmente quanto a umidade, mantida
em 50% da capacidade de campo, e aeradas por revolvimento mecanico, durante 63 dias.

Tabela 2 - Composic¢ao do meio de sais minerais.

Componentes Concentragao (g.L-1)
NHA4CI 4,0

KH2PO4 2,5

NacCl 0,5

MgS04 03

FeCI3 .6 H20 0,03

CaCl2 0,01

MnCI2 .4H20 0,01

pH= 7,0+ 0,2

Tabela 3 - Montagem do experimento

Fonte: dos autores, 2017.

Massa de solo
Massa solo contaminado com | Massa de Massa de
Sistema Cédigo contaminado (g) | nutrientes (g) estruturante (g) | inéculo (g)
Controle (atenuagao c1 500 — — —
natural) Cc2 500 --- --- ---
Bioestimulo BE1 --- 500 --- ---
BE2 500

. ; BEA1 450 --- 50
Bioestimulo com
Bioaumento BEA2 --- 450 --- 50
Bioestimulo com E1A - 400 50 50
Bioaumento e bagago de
cana-de-agticar E1B --- 400 50 50
Bioestimulo com E2A 400 50 50
Bioaumento e casca de
coco E2B 400 50 50
Bioestimulo com E3A - 400 50 50
Bioaumento fibra de
bananeira E3B --- 400 50 50

. ; E4A 400 50 50
Bioestimulo com
Bioaumento e serragem | E4B --- 400 50 50

. . E5A 400 50 50
Bioestimulo com
Bioaumento e bambu E5B --- 400 50 50
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2.5 Analises

As amostras de solo foram analisadas no inicio e no final do experimento (63 dias) em relagao
aos microrganismos heterotréficos totais (UFC) e aos n-alcanos (C10-C25).

Para o plaqueamento (contagem das UFC), foi pesado 1g de cada solo (das biopilhas), e diluidos
em tubos de ensaio que continham 9ml de solugao salina (0.85%) estéril. A essa diluigao, atribuimos
a nomenclatura de 10°". Apéds isso, foram agitados por 2minutos no vortex e realizou-se as demais
diluigdes (1021073,10*e 109), transferindo-se 1ml da solugao existente para um proximo tubo com
solugao salina. As duas ultimas diluigoes foram utilizadas para o plaqueamento, em que Tml de cada
uma foi pipetado para duas placas distintas. Por cima, adicionou-se o meio de cultura PCA (segundo
a técnica pour-plate) e agitou-se levemente para o espalhamento. As placas ficaram incubadas na
estufa por 48h para depois realizar a contagem das coldnias.

A extracao dos n-alcanos do dleo lubrificante presente no solo foi realizada pelo extrator de
Soxhlet (USEPA 3540C), para 10g de cada solo. Os n-alcanos presentes foram quantificados por cro-
matografia GC-MSD (USEPA 8015).

3  RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizagao da técnica de biopilha em solos arenosos e solos argilosos contaminados por pe-
tréleo e derivados é capaz de minimizar os hidrocarbonetos de petréleo contidos no solo. Esse fato é
importante, pois os solos argilosos compdem grande parte do territério Brasileiro.

A Tecnologia de Biopilhas envolve a construgao de células ou pilhas de solo contaminado, de
forma a estimular a atividade microbiana aerébia dentro da pilha através de uma aeracgao eficiente. A
atividade microbiana pode ser aumentada pela adigao de agua e nutrientes como fontes de nitrogénio
e de fésforo. Os microrganismos degradam os hidrocarbonetos adsorvidos nas particulas de solo,
reduzindo, assim, suas concentragoes. Tipicamente, as Biopilhas sao construidas sobre uma base
impermeavel, para reduzir a de migragao dos lixiviados para o ambiente subsuperficial (MUTECA, 2012).

Diante do avango da biologia molecular no monitoramento de estudos de impactos ambientais,
tornou-se um método eficaz da ferramenta para a biorremediagao, que tem melhorado significativamente
esse processo, pois possibilita a identificagao mais precisa dos microrganismos existentes em sitios
impactados, assim como realiza modificagdes genéticas, para melhorar seu potencial metabolizador
de produtos derivados de petréleo.

Embora sejam utilizadas outras tecnologias para a descontaminagao de ambientes poluidos de
petrdleo e seus derivados, a biorremediagao ¢ a alternativa bioldgica mais correta e eficaz para o tra-
tamento de ambientes contaminados por essas substancias de dificil degradagao. Porém é necessario
que haja o estudo detalhado da regiao exposta ao método, dos tipos de organismos que serao expostos
a contaminacgao, o potencial microbiano em degradar materiais téxicos, assim como a técnica mais
adequada a ser aplicada ao ambiente contaminado.

Neste trabalho, foram realizadas analises em cromatrografo para comparar a porcentagem de

degradagao da concentragao de n-alcanos e a quantidade de microrganismos heterotréficos totais
presentes na amostra.
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A populacao heterotrofica total obtida é mostrada na Figura 2. Pode-se observar que ela variou
bastante ao se comparar os diferentes tratamentos. A maior populagao correspondeu ao tratamento

E5, sequido do E2.

Figura 2 - Populagao heterotrofica total, ao final do experimento

UFC/ g solo

3,0E+07
2,5E+07
2,0E+07
1,5E+07
1,0E+07 { 6,7E+06 7.2E+06
5,0E+06 3 4E+04

0,0E+00 +—

Microrganismos Heterotroficos
Totais
3,0E+07

1,3E+07

7,2E+06
3,0E+06

C BE BEA E1 E2 E3 E4 E5
Biopilhas

Fonte: dos autores, 2017.

Osresultados obtidos para a degradagao percentual dos n-alcanos sao mostrados na Tabela 4 e na Figura 3.

Tabela 4 - Percentual de degradagao dos n-alcanos

Biopilhas % de degradagao
C 92,3
BE 96,2
BEA 95,4
El 95,3
E2 96,1
E3 95,4
E4 95,2
E5 95,1

Fonte: dos autores, 2017.

Figura 3 - Degradagao dos n-alcanos
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A maior degradagao dos n-alcanos foi obtida com o tratamento BE, com 96,2% de degradagao.
Ja a de Controle por atenuagao natural foi a que apresentou a menor degradagao, com apenas 92,3%.
Em relagao aos tratamentos com uso de estruturantes, o que apresentou um aumento da degradagao
foi 0 E2 com 96,1%.

Na Figura 3, é possivel comparar os tratamentos com o controle. Nesse caso, verifica-se que
todos foram melhores que o controle, mas o aumento percentual ficou em torno de 4 a 5%.

O tratamento em que foi utilizado s6 o bioestimulo foi o mais eficaz para degradacgao, o que
mostra, nesse caso, que o indéculo utilizado ndo apresentou tanta eficiéncia como esperado. Quando
adicionados ao solo, os microrganismos estao sujeitos a principios ecolégicos de competigao e preda-
¢ao, o que diminui significativamente as suas chances de sobrevivéncia em ambiente naturais. Nesse
solo, é possivel que haja uma microbiota nativa ja adaptada para degradar hidrocarbonetos, o que
sugere que o uso do bioaumento, com o objetivo de acelerar o processo de biorremediagao, alcangaria
melhores resultados, no caso de substancias mais recalcitrantes ou quando a populagao microbiana
local é insuficiente ou inadequada. De qualquer modo, o desenvolvimento de técnicas para assegurar
a sobrevivéncia dos microrganismos no ambiente natural é essencial. Neste trabalho, a atenuagao
natural foi praticamente tao eficaz quanto as outras técnicas utilizadas no processo de biorremediacgao.

Os resultados obtidos demonstram que em todos os sistemas estudados houve aumento dos
microrganismos heterotroficos totais e a redugao dos n-alcanos, apés 63 dias. Com isso, foi observa-
do que, devido ao aumento de microrganismos heterotroficos totais, o bioestimulo se provou eficaz,
porém observa-se que a presenga do bioaumento nao obteve porcentagens de degradagao maiores
que do experimento apenas com nutrientes. Isso se deve a possivel falta de microrganismos especifi-
cos em degradar o contaminante, e nos outros experimentos, exceto E2, houve uma discrepancia nos
resultados esperados, pois, com a adigcao de estruturantes, esperava-se uma maior degradagao. Em
contrapartida, o E2 que apresentava como estruturante a casca do coco apresentou quase a mesma
porcentagem de degradagao que o bioestimulo. Isso se deve possivelmente a uma maior aeragao
causada pela estrutura da fibra.

4 CONCLUSAO

Em vista da ampla distribuicao dos HTPs no ambiente, da possibilidade de ocasionarem proble-
mas a saude de humanos e animais e dos limites impostos pela legislagao ambiental, sua eliminagao
do ambiente deve ser buscada, visando a redugao da exposigcao e da absorgao pelo organismo dos
mamiferos. A biorremediagao é uma alternativa para a remocao desses compostos do solo, na qual os
microrganismos degradadores irdo transforma-los em substancias inertes, diéxido de carbono e agua.
Em vista de a maioria dos microrganismos do solo ndao possuirem a capacidade de degradar esses
compostos, ha necessidade de se isolar e selecionar os microrganismos degradadores.

Os bioaumentos realizados podem ter causado o aumento na quantidade de células microbianas
capazes de biodegradar hidrocarbonetos nos solos, o que, em consércio com a microbiota nativa, pode
ter favorecido a remogao dos compostos organicos do petréleo.

Embora sejam utilizadas outras tecnologias para a descontaminagao de ambientes poluidos de

petrdleo e seus derivados, a biorremediagdo com bioestimulo (BE) é uma alternativa bioldgica que se
mostra eficaz para o tratamento de ambientes contaminados por essas substancias de dificil degradacao.
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O processo de biorremediagao pode ser utilizado como uma alternativa para o tratamento de areas
contaminadas com gasolina. No entanto, o tempo necessario para reduzir a concentragao do contaminante até
niveis aceitaveis é determinado pela proporgao da contaminagao no ecossistema e das condi¢gdes ambientais.

Essa biotecnologia ja teve sua eficiéncia comprovada em outros paises e apresenta grandes
possibilidades de desenvolvimento no Brasil.
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