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RESUMO

Oliveira, Sabrina Dias de. Avaliacdo das técnicas de bioaumento fungico e
bioestimulo em processos de biorremediacdo utilizando solo contaminado
por petréleo. Orientadores Sdma Gomes Ferreira Leite e Judith Liliana
Solérzano Lemos. Rio de Janeiro: UFRJEQ, 2008. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias).

O presente trabaho visa determinar as edratégias de biorremediacdo mais
efetivas para um solo nordestino, intencionalmente adicionado de petrdleo, e avdiar a
contribuicéo dos fungos filamentosos, nos processos de biodegradacéo.

Para cumprir 0s objetivos relatados, os ensaios de biodegradacdo foram
divididos em quatro estégios.

O ensao prdiminar condstiu em um processo de aenuacdo naturd monitorada
de um solo contaminado com 5% m/m de petrdleo. O principa objetivo, nesta fase, era
a determinacd de um momento ided para adicdo de um indculo predominantemente
fungico. Foi observado que, na quinta semana do experimento, houve um aumento na
populacdo de fungos filamentosos, definindo esse momento como o periodo adequado
para execucao de umainoculacdo fungica no solo.

Na segunda etapa, foram avdiadas, principamente, a contribuicdo das fontes de
nitrogénio e suas respectivas concentragdes nos testes de biodegradacdo de 6leo cru em
micro-escala, dém da CRA (capacidade de retencdo de &gua) mais favoravel para o
crescimento microbiano. Por meio da andise de hidrocarbonetos totais do petrdleo
(HTP), a condi¢cdo empregando uréia na relacdo C:N 100/10 e 50% da CRA, mostrou
um incremento maior na remocéo de petrdleo (62,34%) comparada a amostra com
mamona nareacéo C:N 100/20 e 50% da CRA (54,40%).

A tercdra etgpa do procedimento experimental consistiu no estudo dos
microrganismos biodegradadores de dleo em uma escala maior (biorrestores estéticos).
A asociacdo bioestimulo-bicaumento se mostrou mais favoravel para a biodegradacéo
do petrdleo do que as técnicas empregadas individuamente; e o bicaumento redizado
no inicio do processo apresentou resultados mais satisfatdrios do que o redizado na
quinta semana. Dentre as condicdes testadas nos ensaios de biodegradacéo, destaca-se 0
emprego da uréig, na reacdo C:N 100:15, e a adicdo do bicaumento no inicio do
processo para amosiras contaminadas, tanto com 1% m/m, quanto com 5% m/m de
contaminante, diferenciando-se, apenas, na relacdo C:N utilizada (100:10) para amostras
com 5% de petréleo.

Na ultima etapa, foi redizada a avdiagdo da quaidade do solo contaminado por
meio de ensaios de toxicidade aguda com minhocas. Os solos contendo 1% e 5% m/m
de petrdleo ndo foram considerados toxicos para os testes de letalidade e perda de
biomassa redlizados. Contudo, a incorporacdo das fontes de nitrogénio se mostrou mais
agressivas a qudidade do solo do que o préprio contaminante.



ABSTRACT

Oliveira, Sabrina Dias de. Evaluation of the fungal bioaugmentation and
biostimulation tecniques in bioremediation process using contaminated soil with
crude oil. Supervisors Sdma Gomes Feredra Lete and Judith Liliana Solorzano
Lemos. Rio de Janeiro: UFRJEQ), 2008. Dissertation (Master of Science).

This work ams a determining the mogt effective drategies for bioremediating a
northeest oil-bearing soil, being such oil intentiondly added, and evduate the
contribution of filamentous fungi in the biodegradation process.

To achieve such godls, tests of biodegradation were divided into four steps.

The prdiminay test condsted of monitored natura attenuation process of soil
contaminated with 5% w/w of oil. The main god & this sep, was determining an ided
time for adding a predominantly fungd inoculum. It was observed that in the ffth week
of the experiment, there was an increase in fungd population. This step defined the fifth
week astheright time for implementing afungd inoculation in the soil.

In the second doep, the contribution of the nitrogen sources and ther
concentrations were evauated manly in the tests of biodegradation of crude ail in
micro scde, beddes the more favorable WRC for microbid growth. The experiment
was followed by direct measurements of carbon dioxide, from soil contaminated with
5% wiw of ail. Through andyss of total petroleum hydrocarbons (TPH), the condition
employing urea in the 100/10 C: N raio, and 50% of WRC, showed a higher oil
remova (62.34%) compared to the sample with castor bean in the 100/20 C: N ratio,
and 50% of the WRC (54.40%).

The third step of the experimenta procedure conssted in the dudy of
microorganisms with the ability to degrade oil on a large scde (datic bioreactors). The
asociaion  bio-dimulaionbio-augmentation  was more  favorable  for  the
biodegradation than the techniques used individudly, and bio-augmentation carried out
ealy in the process presented more satisfactory results, than those obtained in the fifth
week. Among the conditions tested in the biodegradation assays, the use of urea in the
100:15 C: N gio, and the early addition of the inoculum in the contaminated samples
were evidenced, ether with 1% wiw, or with 5% w / w of contaminant. The difference
was in the latter condition, accomplished in 100:10 C:N ratio.

At the last gtep, the qudity of contaminated soil was evauated by acute toxicity
tests with earthworms. The soils containing 1% and 5% wi/w oil were not consdered
toxic to the tests of lethdity and loss of biomass. However, the incorporation of nitrogen
sources was more aggressive on soil qudity than the actual contaminant.
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CAPITULO 1: Introducio e Objetivos




1.1 INTRODUCAO

PEARSON (1995) dfirma que a degradacdo de areas ambientais ja podia ser
observada no Oriente Médio e na india em 2000 aC. Segundo ele, a dteragip no solo
era causada pedo dstema de irrigacdo com &gua sdobra, que era a fonte de &gua
utilizada na época. O autor refere que as atas concentragfes de sd na agua causavam a

desertificacéo do solo.

Os problemas de poluicéo e degradacéo ambiental agravaram-se com a formacéo
dos centros urbanos e, com a Revolucdo Indudtrial no find do século XVIII, durante a
qual se intensficou a producdo de residuos, devido a mecanizacdo dos processos de
producdo (LEITE, 1995 apud DIAS, 2000). Naquela época, a disposicdo e o tratamento
destes residuos eram bastante prec&rios. Da mesma forma, a acdleragdo dos processos
indudtriais, principdmente no século XX, gerou os chamados poluentes ambientals,
decorrentes da producdo e ma administracdo destes residuos, que se refletem atualmente
nas indmeras areas contaminadas em todo 0 mundo.

Os problemas ambientais que caracterizam 0s tempos modernos S80 NUMErosos
e bem documentados. As causas si0 variadas e envolvem praticamente todas as
aividades humanas. O crescimento exacerbado da populacdo, por exemplo, acarretou o
estabelecimento de conglomerados de dta densdade populacional, o que colabora,
dgnificetivamente, paa 0 amento da quantidade de residuos produzidos (lixo
doméstico, esgoto etc.). Por sua vez, a dividade indudtrid contribui com grandes
volumes de efluentes e residuos solidos de natureza diversa, os quas, gerdmente,
carregam espécies quimicas de caréter toxico (BRITO, 2003).

No ambito industrid, destaca-se 0 setor de petrdleo. Comerciadmente explorado
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desde a metade do século XIX, o petrdleo tem sdo usado por muitas décadas, para
iluminacéo e, em menor escaa, como lubrificante. No entanto, a invencdo do motor de
combustéo interna e sua rgpida adogdo em todas as formas de transporte aumentaram o
consumo dessa fonte naturd, 0 que €levou sua demanda, producdo, transporte e
distribuicdo, assm como a dos seus derivados. Todas essas aividades envolvem riscos
de poluicdo que podem ser minimizados, mas ndo totadmente eiminados e quando

ocorrem, causam s&rios problemas para o ambiente (PALA, 2006).

Cabe destacar agui que a manutencdo de padrdes de produgdo e consumo nao
ugtentavels da sociedade atud impde um desafio em busca de edratégias e medidas
para enfrentar os efeitos da contaminacdo do meio ambiente.

Além disso, soma-se aos problemas supracitados a pressdo da opinido publica,
gque ndo s coloca mas a magem quando a discussio € 0 meo ambiente.
Documenté&rios alarmantes sobre aquecimento globa e as perspectivas sobre 0 mau uso
dos recursos naturais trangpassam 0s muros das universdades e aingem a sociedade.
Dessa forma, grupos socias exigem a implantacdo de programas ambientalmente
sustentéveis como sequestro de carbono, uso de biocombusgtiveis e outras fontes de
energiarenovave's para reducdo do efeito estufa, SO paracitar dguns exemplos.

Na conjuntura atual, o uso de tecnologias verdes, como as técnicas que utilizam
processos hiologicos para 0 tratamento de sitios poluidos, torna-se popular e recebe
grande aceitacdo publica. Sendo assim, a aplicacdo da biorremediacdo esta bem inserida
nesse contexto, ja que se trata da incrementacdo de um processo bioldgico que ja ocorre
naturamente.

O processo de biorremediagdo pode s definido como o uso de

microorganismos para remover poluentes ambientais do solo, agua e sedimentos.
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Destacamse suas numerosas vantagens em relacdo a outros processos empregados na
remocdo de poluentes, sendo um dos méodos mas eficientes para tratar ambientes
contaminados (PALA, 2006). Os possiveis beneficios e vantagens da biorremediacéo
incluem: baixo cudo energético, requerido para as transformagbes bioguimices;
possbilidade de tratamento no proprio loca; reducdo de custos do transporte;
eliminacéo permanente do residuo, reduzindo os riscos em longo prazo; reducdo dos
riscos de contaminacdo de outras areas;, dém da positiva aceitacdo publica, ja enfatizada
anteriormente. Deve-se dientar que a biorremediag@o ja foi gprovada pela Agéncia de
Protecio Ambientd Americana (US-EPA) como uma tecnologia de limpeza de locais
contaminados com residuos perigosos (DEL’ ARCO, 1999).

Sendo assm, as dternativas, que utilizam solugbes mas naturais e com menores
impactos no subsolo, vem ganhando maior destaque nos Ultimos anos. Porém, vae
lembrar que essas solugdes, devido ao maior tempo requerido na remediacdo, nem
sempre sdo suficientes para aingir os objetivos do projeto e, muitas vezes, devem ser
gplicadas em complemento a outras tecnologias convencionals existentes, como 0s

processos de tratamentos quimicos e fisicos (NOBRE & NOBRE, 2004).
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121

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

O presente trabdho visa determinar as edratégias de biorremediacdo mais

efetivas para um solo nordestino, intenciondmente adicionado de petrdleo, por meio da

contribuic¢do dos fungos filamentosos nos processos de biodegradacéo.

122

Vi

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avdiar o comportamento microbiano, no processo de atenuacdo naturd, para
determinacdo do momento de decréscimo da populacéo de heterotréficos totais a

fim de seredizar umainoculago fuingica no solo contaminado;

. Comparar duas fontes de nitrogénio, uréa e mamona em diferentes

concentragdes, para fins de bioestimulacdo do processo de biorremediacéo;

Agregar vaor a um residuo agroindustrid da produc@o do biodiesel — a torta de
mamona — por meo da sua insergdo, como nutriente, no processo da
biorremediagao.

Determinar a mehor relacdo nutriciond C/N a ser empregada nos testes de
biorremediacéo;

Andisr as condigdes mas influentes nos ensaos de biodegradacéo em
microcosmos, Uutilizando o0 plangamento experimentd como ferramenta
edtatistica;

Confrontar os dois diferentes momentos de adicdo (tempo zero ou durante o
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experimento) de um indculo predominantemente fungico no solo contaminado e
verificar ared influéncia desse parémetro no emprego do biocaumento.

vii. Andisar a eficacia do emprego das técnicas de bioaumento e bioestimulo, em
conjunto ou separadas, nos testes de biodegradacéo.

viii.Avdiar qual das concentracbes de contaminante presente no solo, 1% e 5%
m/m, produzem o maior percentua de remocéo efetiva de hidrocarbonetos totais
de petrdleo, frente a0 uso de técnicas auxiliares de biocaumento fangico e
bioestimulo.

ix. Etudar a toxicidade do solo contaminado com petréleo, nas concentracbes de
1% e 5% m/m.

X. Avdiar o impacto toxicologico das fontes de nitrogénio, nas amostras de solo

contaminado, no inicio do tratamento biol &gico.



CAPITULO 2: Revisio Bibliogréfica




2.1 SOLO

O solo pode ser consderado como um conjunto de diversos ciclos naturais, em
que paticipam fragmentos de rochas, minerais, agua, ar, Seres vivos e seus detritos em
decomposicdo. Esses resultam de fatores climéticos no decorrer do tempo e da atividade
combinada de microorganismos decompondo  restos  de  animasvegetacéo,
respectivamente. Dessa forma, o solo é consderado resultado das interacbes da
litofera, hidrosfera, atmosfera e biosfera (ROCHA et al., 2004).

A seqguir, serdo discutidos os congtituintes e as propriedades do solo.

2.1.1 CONSTITUINTES, PROPRIEDADES QUIMICAS E FISICASDO SOLO

O solo, nosso bea de contaminacdo e, por isso, motivo de estudo, € definido
como a camada superficid da crodta terrestre, que é transformada por fatores climéticos,
bioldgicos e, em grande parte, pelas atividades antropogénicas, sendo composto de fases
Slida, liquida e gasosa, intensamente misturadas. As proporgdes relativas de cada fase
variam de solo para solo e, em um mesmo solo, com as condigBes climéticas, a presenca
de plantas e mango (ROCHA et al., 2004). Em gerd, a fase Slida, congituida de
formagBes minerais e de fracdo orgénica, ocupa em media 50% do volume tota do solo,
sendo que 45% sA0 representados por minerais e 5% por matéria organica. O restante do
volume do solo € ocupado por fases liquida e gasosa, representando cada uma 25% do

volume totd do solo, como mostraFigural (ROCHA et al., 2004).
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Figura 1. Congtituicdo de um solo ided (CETESB, 2007).

Dentre os condituintes do solo, a matéria organica inclui uma grande variedade
de seres vivos, desde bactérias e fungos aé protozo&rios etc. Os organismos do solo, em
epecid  0s microorganismos, S0 responsaveis pela decomposicdo de  residuos
organicos, bem como, pela sintese de moléculas organicas de elevada estabilidade — as
substncias himicas — com propriedades importantes como acapacidade de retencéo de
agua, poder tamponante do solo e uma fonte de nutrientes para a microbiota (BARROS,
2007).

Os horizontes dos solos, ou sga, as camadas que se diferenciam entre g, S0
formadas por meio dos processos de intemperismo. O perfil b solo é entéo, o conjunto
dos horizontes €lou camadas que abrangem, verticdmente, desde a supeficie aé o
materia originaio. As propriedades fiscas do solo (textura, estrutura, densidade,
porosdade, permesbilidade, fluxo de &gua, a e cdor) sdo responsaveis peos
mecanismos de atenuacdo fisca de poluentes, como filtracdo e lixiviagdo, possbilitando
ainda condicfes para que 0s processos de atenuacdo quimica e bioldgica possam ocorrer
(CETESB, 2007).

A Figura 2 mostra a classficacéo granulométrica do solo.
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Figura 2. Classficacdo granulométrica do solo (CETESB, 2007).

Por outro lado, as propriedades quimicas dos solos — pH, teor de nutrientes,
capacidade de troca idnica e condutividade elétrica — sdo, junto com a matéria organica
e a aividade biologica, responsavels pelos mecanismos de atenuacéo de poluentes nesse
meio. Dentre os mecanismos envolvidos, podem ser destacadas a adsorcéo, a fixacéo
quimica, precipitacdo, oxidacdo, troca ibnica e a neutradizacdo que, invariavelmente,
ocorrem no solo e que por meio do mango de suas propriedades, podem ser

modificados de acordo com a conveniéncia (CETESB, 2007).

2.1.2 POLUICAO DO SOLO

Na atualidade, o tema poluicdo do solo tem despertado, a um sO tempo, interesse

e preocupacao dos especidistas e das autoridades. S&0 importantes, n&o apenas, 0S
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aspectos ambientais e de salde publica, como também e, principdmente, a ocorréncia
de episddios criticos de poluicdo de ambito mundia, tais como a questdo das &eas
contaminadas (GUNTHER, 2005).

Segundo BRASIL (1981), o termo poluicdo € definido como toda dteracdo das
propriedades fiscas, quimicas e bioldgicas que possa condituir prguizo a salde, a
seguranca € a0 bem-estar das populacOes e, ainda, possa comprometer a biota e a
utilizacdo dos recursos para fins comercias, indudriais e recreativos. Desta forma, a
poluicdo do solo denota a presenca dgnificativa de dgum eemento ou substéncia que
pode afetar componentes bidticos do ecossstema, comprometendo sua funcionaidade e
sugtentabilidade. Assim, a poluicéo do solo esta ligada a concentracdo, ou quantidade de
residuos, incorporados acidentamente ou intencionalmente. De acordo com a legidacéo
ambiental, para o controle dessa poluicéo, certos padrdes e indicadores de qualidade do
solo (taxa de erosdo dc.) devem ser respeitados num determinado ambiente BRAGA et
al., 2002). Conseguentemente, a introducdo de contaminantes no solo pode resultar na
perda de dgumas ou véias de suas fungbes e ainda provocar contaminacdo de égua
subterrdnea. A ocorréncia de contaminantes no solo, originados por varias fontes, acima
de certos nivels, provoca multiplas conseqliéncias negetivas para a cadea adimentar,
para a salde publica e para os diversos ecossistemas e recursos naturais (RODRIGUES
e DUARTE, 2003).

Embora a poluicio do solo, gerdmente, ndo sga tdo visivdl ou imedistamente
perceptivel, seus efeitos podem s muito nocivos, uma vez que 0 solo € um
compartimento ambiental que ndo se renova rapidamente, ao contrario do ar e da agua
(BRASIL, 1983 apud DIAS, 2000). As complexas reagfes quimicas que acontecem no

solo sdo redizadas pela presenca de milhares de espécies de microorganismos, como
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bactérias, fungos e agas, entre outros. A grande maoria destes organismos vive no
primeiro horizonte do solo, até uma profundidade de cerca de 40 cm. E dessa estreita
camada que 0s vegetais retiram nutrientes necessaios a0 seu  desenvolvimento,
garantindo adimento para os animais que habitam sobre ela. Entretanto, esta € a primeira
a s dingida pelos compostos toxicos. Desta forma, quando estas substancias sdo
descartadas, os organismos morrem, comprometendo diretamente todo o dstema de
respiracdo do solo (DIAS, 2000).

A poluicdo dos solos, por metais pesados e substéncias toxicas organicas e
inorganicas, tem dSdo relatada em muitos contextos diferentes, sendo essencia sua
deteccdo para evitar problemas relacionados a salde, bem como as degradactes
ambientais (BERNARD, 1997; ACCIOLY & SIQUEIRA, 2000). Um dos poluentes que
merece destague € o petrdleo, pelo seu ato teor de contaminantes, com drasticos efeitos
no meio ambiente e na sadide.

Na Figura 3, observamos um esboco das formas de contaminacdo que ocorrem

no meio ambiente.
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Iaronsedin Aridentes Marmseio . .
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AGUAS SUPERFICIAG: ros, represas, lagos e maves

Figura 3. Esquema de contaminagdo no meio ambiente (CETESB, 2007)
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2.2 PETROLEO

Petroleo dsgnifica dleo da pedra, por ser encontrado, normamente, impregnado
em determinadas rochas porosas denominadas de arenito, dispostas em camadas
geoldgicas sedimentares. Formou-se na Tera h4 milhdes de anos, a partir da
decomposicdo de peguenos animais marinhos, plancton e vegetacdo tipica de regides
dagadicas e é encontrado junto a0 gés de petrdleo, formando bolsdes entre rochas
impermedveis ou impregnando rochas de origem sedimentar (FONSECA, 1992).

O petrdleo é condituido, essencidmente, de carbono e hidrogénio (90% dos
Oleos crus), com quantidades relativamente pegquenas de compostos organicos
sulfurados,  nitrogenados,  oxigenados e  organometdicos. Predominam oS
hidrocarbonetos como os aciclicos saturados (alcanos), de cadeia norma e ramificada,
bem como os cidlicos, também de cadea norma ou ramificada (ciclodcanos) e os
aomaticos. Os demais compostos, por figurarem na composicdo com  teores
minoritarios, sfo classficados como impurezas oleofilicas. No petrdleo bruto, ndo
ocorrem hidrocarbonetos olefinicos. Quando esses compostos aparecem nos derivados
do petrdleo €é porque foram incorporados durante O Sseu  processamento
(Wwww.maxwell.|lambda.de.puc-rio.br/cgi-bin/PRG_0599.EXE/4333 3.PDF?).

A composico quimica do petrdleo varia com a sua origem e, conseglientemente,
afeta a susceptibilidade ao atague microbiano. A maioria dos hidrocarbonetos possui
baixa solubilidade em &gua 0 que acarreta baixas taxas de metabolizacdo do poluente
(WIDDEL e RABUS, 2001).

A introducdo de Oleo cru no solo, sga edta acidentd ou intencional, provoca

aumento do ndimero de microrganismos com capacidade de degradacéo de petrdleo e,
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conseguentemente, a elevacdo da atividade microbiana nesse ambiente. 1sso ocorre,
porque 0s microrganismos oriundos do solo podem adaptar-se a0 petroleo, sofrer
enriquecimento seletivo e mudancgas genéticas, que possibilitam esse aumento. Em solos
ndo contaminados, menos de 1% da populacdo microbiana nativa apresenta capacidade
para degradar hidrocarbonetos de petrdleo, enquanto esse valor pode atingir de 1 a 10%
do tota de microrganismos nativos presentes em ambientes terrestres contaminados por

Oleo cru (ATLAS, 1991).

2.3 BIORREMEDIACAO

Atudmente, exise uma preocupacd0 mundia em torno dos impactos ambientais
ocasionados pelos residuos Sdlidos. Essa inquietacdo € resultado das contaminagtes
ambientais que afetam a salde publica e a biodiversdade, e foram geradas pela ma
administracdo dos residuos anteriormente produzidos (DIAS, 2000).

A aplicagd de processos biotecnologicos envolvendo, individudmente ou
conjuntamente, microorganismos €ou enzimas e surfactantes, com o objetivo de
solucionar ou minorar problemas de poluicéo ambienta, tem se tornado crescente.

Dessa forma, a microbiologia de degradacéo de hidrocarbonetos congtitu um
canpo de pesquisa em pleno desenvolvimento (BONAVENTURA & JOHNSON,
1997). E como destaque, surge a biorremediacdo como prética atrativa de remocdo de
hidrocarbonetos de petrdleo, por causa da smplicidade da manutencdo, aplicacd em
grandes &reas, baixo custo, dém da posshilidade de ocasonar a destruicdo completa do

contaminante (BENTO et al., 2005).
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A biorremediacdo pode ser definida como um conjunto de tecnologias, que
utilizam processo(s) hbiologico(s), aplicadas a recuperacd ou remediacdo de éreas
contaminadas, ou ao tratamento de compostos organicos voléeis toxicos ou efluentes,
contendo residuos téxicos, que devam ser diminados antes da descarga no ambiente.
Para igo, em gerd, utilizamse microorganismos, plantas ou produtos biolégicos, como
enzimas e componentes cdulares, com a findidade de redizar uma minerdizacdo, a
qud, possvelmente, resulta em gés carbdnico e agua como produtos finais (DIAS,

2000).

O objetivo da bhiorremediacdo, quando usada como técnica de tratamento em
areas contaminadas, € induzir ou acelerar 0s processos bioldgicos naturais de reciclagem
de compostos de interesse, incluindo compostos organicos ou inorganicos. Assm, o
desafio principd € utilizar a capacidade intrinseca dos microorganismos de degradar
matéria organica para degradar compostos organicos téxicos, tanto de origem naturd

como compostos sintéticos (DIAS, 2000).

Os processos de biorremediacdo, ha muitas décadas, ja vém sendo usados com
ucesso ho tratamento de efluentes indudtriais e esgotos domésticos. Também podem
observar-se processos bioldgicos de tratamento em aterros industriails de  residuos
perigosos e aterros de residuos urbanos, em geral. Atualmente, tem crescido o interesse
em relacdo a biorremediacdo, como objeto da sua aplicacdo em areas contaminadas pela
descarga inadequada (intenciond ou acidental) de residuos sdlidos (DIAS, 2000).

O uso da técnica de biorremediacdo, embora apresente inlmeras vantagens — tais
como agplicacdo em grandes areas, baixo custo e diminacdo expressva do contaminante
— depende de muitos fatores para dcancar as condigdes Gtimas de biodegradacéo, entre

0S quais, podem ser citados. 0 tipo, concentracdo e biodisponiblidade dos poluentes,
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suprimentos de nutrientes e histérico do loca contaminado (BENTO et al., 2005).
Dentre os parametros interferentes, destacamse ainda, propriedades fisico-quimicas do
solo e higérico do loca contaminado, ecologia microbiana (com énfase para a
competicdo interespécies) e metodologia do processo, tendo, como exemplo, método e
concertracdo do indculo. O sucesso da biodegradacéo também é influenciado pelas
fontes de energia (doadores de eérons), aceptores de dérons, nutrientes, pH,
temperatura e substratos inibidores ou metabdlitos, dém do conhecimento da densidade
da populagdo de microorganismos degradadores de Oleo e 0 seu potencia de
biodegradacéo para a biorremediacdo de locais contaminados (HAMDI et al., 2007;
BENTO et al., 2005; VOGEL, 1996; BOOPATHY/, 2000).
Dentre os fatores interferentes mencionados, seréo destacadas a composicéo e as
propriedades fisico-quimicas do poluente — o petrdleo, neste caso especifico — e do solo,
local de contaminagdo e razéo de estudo. Fatores estes que ja foram discutidos

anteriormente.

2.3.1 TECNOLOGIAS DE BIORREMEDIACAO

A biorremediacdo € uma préica que vem dcancando importancia mundia, uma
vez que 0 aumento da aividade industrid estd degradando, cada vez mas, o©s
ecossistemas naturais. O emprego de microorganismos conhecidos para o tratamento de
rgeitos potencidmente toxicos é uma pratica habitua em aguns paises desenvolvidos

(LEMOS, 2003).

De acordo com o tipo de tratamento, as técnicas de biorremediacdo sfo

denominadas in situ e ex situ, adotadas considerando ndo SO os poluentes, mas o custo
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dos processos e, principamente, a concentracdo find do contaminante, no término do

tratamento, como aceitavel para o tipo de residuo e para 0 uso futuro da area.

Na biorremediacdo in situ, o processo de biodegradacdo ocorre no loca
contaminado. As técnicas in Situ, gerdmente envolvem o aumento da atividade
microbiana local, por meio da dteracéo da &ea degradada, usando-se a adicdo de
nutrientes, guste de pH, o controle da umidade e da aeracéo para propiciar as condigoes
Otimas de degradacdo bioldgica dos componentes toxicos (FERRARI, 1996;

BOOPATHY/, 2000; MARTINS, 2003).

Na biorremediacdo ex situ, o solo é retirado e transferido até a unidade de
tratamento. Para este propésito, emprega-se a remogdo do materia  contaminado,
gerdmente, por escavacdo do solo e 0 bombeamento da agua. Quando o tratamento é do
tipo ex situ, em gerd, envolve 0 uso de biorrestores ou de agum mecanismo que
possibilite 0 aumento do controle dos parametros mais importantes do processo de

remediacdo (FERRARI, 1996; BOOPATHY/, 2000; MARTINS, 2003).

As fungBes naturais do solo sBo perturbadas em conseqliéncia da edtratégia
utilizada no seu tratamento. No caso do uso de técnicas in-situ, as funcbes do solo
podem sofrer mudancas em sua estrutura ou modificagbes no baango hidrico. Ja as
técnicas ex-situ podem modificar & caracteristicas do solo de modo mais intenso. Neste
caso, 0 s0lo tratado pode ter diminuicdo das quantidades de matéria organica, de
nutrientes e da capacidade de troca cationica, com conseqlente reducéo de suas

propriedades filtrantes, de tamponamento e de depuracdo (SEABRA, 2005).

SKIPPER (1999) apud BENTO et al. (2005) menciona edratégias para um

tratamento de biorremediacdo barato e natural que incluem uso de tecnologias como
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atenuacdo natural, bioventilacdo, landfarming, compostagem, fitorremediacéo,
dém de técnicas auxiliares como bioaumento e bioestimulo, que serdo discutidas com

maior profundidade em um proximo item.

Atenuacdo natural monitorada

O termo atenuacdo natural parece ser 0 mais adequado para descrever todos os
processos que ocorrem sem a intervengdo humana, sendo uma forma passva de
remediacio (NYER,1998 apud ROSADO, 2005). SANCHEZ et al. (2000) apud
SARKAR et al. (2005) descreve a atenuagéo natural como uma sucessao de processos
biolégicos, quimicos e fiscos que ocorrem naturdmente, resultando na contencéo,

transformacdo ou destruicao de produtos quimicos indesgjaveis no ambiente.

Bioventilacdo

A Dbioventilacio é uma técnica gerdmente usada para remediar olos
contaminados com hidrocarbonetos do petrdleo, que aumenta a capacidade da
microbiota do solo para degradar compostos naturais e xenobidticos. O ar injetado na
zona ndo saturada do solo fornece, aos microorganismos aerdbios, condigdes de
transporte de oxigénio adequadas, de forma que a degradacdo possa continuar de forma

eficiente por periodos mais longos (OSTERREICHER-CUNHA et al., 2004).
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Landfarming

Atudmente, uma das técnicas preferides para a remediacdo de solos
contaminados por derramamento de combugtiveis € o landfarming. Edta técnica € muito
utilizada em locais remotos, porque 0 méodo requer 0 uso reduzido de equipamentos,
sendo a opgdo de mais baixo custo, principalmente se comparada a incineracdo. O termo
landfarming, gerdmente, refereese a um processo em que 0 solo contaminado com
hidrocarbonetos é digtribuido em uma camada de meio metro de espessura, com adicéo
de nutriente, devendo ser periodicamente revolvido. Essa Ultima etapa deve permitir a
mistura dos residuos a camada fértil do solo, a fim de que a prépria microbiota do solo
atue como agente de degradacdo. A homogeneizacdo e a aragem do solo, geramente,
s20 redlizadas por meio de tratores utilizados na agricultura (JORGENSEN et al., 2000),
conforme mostra a Figura 4. Por outro lado, durante o tratamento, podem ser perdidos
hidrocarbonetos por volatlizagcd, bem como pela acdo da biorremediacdo e, assm,
condui-se que o landfarming recorre a combinacdo dos dois processos (PAUDYN et

al., 2008).

Figura 4. Construgdo do landfarming.
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Compostagem

A compostagem é uma acdo biolégica de decomposicdo da matéria organica
presente em restos de origem anima ou vegetd. Ocorre por acdo de agentes
microbianos e, portanto, precisa de condigdes fisicas e quimicas adequadas para que o
composto organico final sga de boa qudidade (PERES e NAUMOFF, 1998). A
presente estratégia, diferente da técnica de landfarming, requer a adicdo de materia que
favoreca 0 aumento da porosidade e a tranferéncia de oxigénio, bem como fornega, ao
sgema, uma fonte de energia cgpaz de beneficiar um répido crescimento microbiano.
Os materias, comumente, adicionados na compostagem s&o. paha, grama, folhas,
bagaco de cana, serragem ou esterco. Uma das caracteristicas do processo € que o caor,
gerado metabolicamente, se mantém preso ap Sstema, provocando 0 aumento de
temperatura e mudancgas na sua populacdo microbiana (POTTER et al., 1999; SEMPLE

et al., 2001).

O produto resultante da compostagem pode s consderado como um
enriquecedor do solo, ou sga, podera ser aplicado para melhorar as caracterigticas do
mesmo, sem que hga uma contaminagdo do meio ambiente (BRITO et al., 2003). E
importante salientar que a técnica pode ser utilizada para a degradacéo de derivados de
petroleo. Nesse caso, 0 processo denomina-se biopilha, sendo o produto find néo
necessariamente empregado na agricultura, a nd ser no caso da comprovacdo da
auséncia de toxidez do residuo. Na pesquisa de SEABRA (2005), o autor constatou que
€ viavel a aplicacdo de biopilha, na biodegradacdo de petrdleo de solos com atos teores
de argila e dlte, podendo diminar os risco do dleo resdual, a curto e médio prazo. No

trabaho, o autor ainda menciona que o tratamento em biopilha também contribuiu para
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recuperar a qualidade dos solos em termos de ecotoxicidade.

Fitorremediacéo

A fitorremediacdo utiliza sstemas vegeas (avores, arbustos, plantas rasteiras
e aguéticas) e a sua microbiota com o fim de remover, degradar ou isolar substancias
toxicas do ambiente. O termo “disspacdo” € comumente usado para tecnologia, ja
que o0 desgparecimento de hidrocarbonetos policilicos arométicos (HPA) pode ser
devido aos processos fisco-quimicos como volailizacdo, foto-oxidagdo, sor¢do e
lixiviecgo (NORTHCOTT e JONES, 2000). A fitorremediacdo, como qualquer outra
tecnologia, apresenta varias vantagens e desvantagens. Se o baixo custo € uma
vantagem, 0 tempo para que se observem os resultados pode ser longo, pois depende do
ciclo vitd da planta. Além disso, a concentragdo do poluente e a presenca de outras
toxinas devem estar dentro dos limites de tolerancia da planta. Outra limitacéo € que as
plantas, usadas com o propdsto de minimizar a poluicdo ambiental, podem entrar na
cadeia dimentar e resultar em conseqiiéncias indesgaveis. Apesar dos problemas ainda
ndo resolvidos, 0 mercado para a exploracéo dessa tecnologia é promissor (PLETSCH,

1999).

2.3.2 TECNICAS AUXILIARES DE BIORREMEDIACAO

2.3.2.1 BIOAUMENTO

O processo de bicaumento envolve a introducdo de microorganismos que tém
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sdo cultivados para degradar varias cadeias de hidrocarbonetos dentro de um sistema
contaminado. As culturas podem ser derivadas de um solo contaminado ou obtidas de
uma cultura estoque que tenha demonstrado, previamente, capacidade para degradar
esses hidrocarbonetos (SARKAR et al., 2005).

Paa que a aplicacdo do bhicaumento tenha sucesso, é necessaio que 0s
microorganismos saecionados gpresentem  dgumas  caracteristicas, como:  capacidade
para degradar a maior pate dos contaminantes, estabilidade genética, dto nivel de
aividade enzimética, dém da capacidade de competir com a populagdo intrinseca do
solo. Deve ser lembrado que os agentes microbianos ndo podem ser patogénicos e néo
devem produzir substancias tdxicas durante 0 processo de biodegradacéo (LEAHY &

COLWELL, 1990).

Sabe-se que o0s fungos sBo microorganismos produtores de um  Sstema
enzimaico complexo, cagpazes de degradar substncias quimicas de estrutura complexa,
de mandra a produzir moléculas mas smples e mas fadlmente assmilaves. Em
funcdo desses mecanismos de degradacdo, a utilizacdo de fungos e enzimas, obtidas a
partir desses microorganismos, € uma dternativa biolégica viavel para a remediacéo de
solos contaminados por petroleo (BRITO, 2004; LEMOS, 2001).

Sendo assm, faz-se necess&ia uma discussio mais gprofundada sobre fisologia
dos fungos e utilizacdo desses microorganismos em processos de biorremediacéo,

objeto do trabaho, abordado num item subseqiiente.

2.3.2.2 BIOESTIMULO

O processo de bioestimulo é uma das estratégias mais adotadas em tratamentos
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de recuperacéo de éreas impactadas. Esta técnica consiste na correcdo das condigoes
ambientals, tais como nutrientes (nitrogénio, fasforo, potassio), oxigénio e umidade para
aumentar a atividade da populagdo microbiana exigente nas &eas contaminadas
(ATLAS, 1981; LIN et al., 1999; PANKRANTZ, 2001 apud SARKAR et al., 2005).
Os microorganismos podem ou néo, inicidmente, ter como avo os hidrocarbonetos
como fonte de adimento. Contudo, os hidrocarbonetos sdo, supostamente, degradados
mais rapidamente do que no processo de degradacdo natural, devido a eevacéo da
populacd0 de microorganismos, causada pelo implemento dos niveis de nutrientes
(SARKAR et al.,, 2005). A suplementacdo de nutrientes para a degradacdo de
hidrocarbonetos tem sido, tradicionamente, focada na adicdo de fontes de N e P, tanto
organicas quanto inorganicas. Devido ao fato do carbono ser o principa congituinte dos
combustivels de petrdleo, a sua dosagem tem sdo considerada como um indice para a
determinacdo das quantidades de N e P que necessitam ser adicionadas para atingir a
otima relacdo C:N:P (RISER-ROBERTS, 1998 apud SARKAR et al., 2005). Varias
fontes de nutrientes tas como fertilizantes inorgénicos, uréia, serragem, hdmus,
estrume e biosdlidos tém sido usados no bioestimulo (CHO et al., 1997;; NAMKOONG

et al., 2002 apud SARKAR et al., 2005).

Segundo ANTUNES (1997), o extrato de levedura estimula o crescimento de
diversos microorganismos, em virtude deste nutriente ser uma fonte de aminoacidos e
vitaminas, especidmente do complexo B. Porém, gpesar da importancia do extrato de
levedura como fonte de nitrogénio e de outros nutrientes, seu custo elevado afetaria a
viabilidade do processo. Para ta, torna-se indispensavel a procura por outras fontes de
nitrogénio para diminuir os custos de produgdo. As fontes inorganicas seriam, neste

cason, as mas recomendavels, uma vez que sdo as mas baratas e muito utilizadas nos
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processos indugtrias.

Técnicas auxiliares de bioaumento e bioestimulo, em conjunto, sfo citadas em
diversos trabahos da literatura que empregam a biorremediacd. TRINDADE e
colaboradores (2005) relataram sobre amostras do solo (intemperizedas e recentemente
contaminadas) que foram submetidas &s técnicas mencionadas acima, e que mostraram
eficiéncia de biodegradacéo, aproximadamente, duas vezes maior do que aguelas sem
tratamento, como a atenuacdo naturd monitorada, por exemplo. Da mesma forma,
HAMDI e colaboradores (2007) investigaram os €feitos do bioestimulo eou
bicaumento na degradacdo dos HPASs, concluindo do estudo em microcosmo, que a
degradacéo de HPAs foi favorecida em amostras de solos contaminados, carentes de
corregoes.

Além disso, trabadhos que utilizam o bicaumento fungico, jA mencionado, como
edtratégia para a aceleracdo da biodegradacdo de hidrocarbonetos tém tido cada vez de
maior relevancia

A patir desse pressuposto, foram utilizadas duas fontes de nitrogénio
comercials, empregadas como fertilizantes, para a correcdo das relagbes nutricionais

para a microbiota nativa do solo contaminado: a uréia e atortade mamona

UREIA

A uréa fetilizante, produzida industriddmente, é um solido que se apresenta na
forma de grénulos brancos e é utilizada na agricultura, pecuaria e indigtria Gerdmente,
€ vendida pelos fabricantes a empresas misturadoras, que por sua vez, produzem
compostos agricolas para finalidades diversas, de acordo com a necessidade do solo. E

um subproduto do petrdleo e destaca-se entre as fontes comerciais de nitrogénio (N)
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pela facilidade de acesso no mercado, menor custo por unidade de nitrogénio, eevada
solubilidade e compatibilidede para uso em misura com outros fertilizantes. Cabe
ressaltar que, toda a uréia consumida no pais € produzida naciona mente.

Além disso, € 0 composto que mais apresenta nitrogénio em sua composi¢ao,
percentuamente. A Tabela 1 mosira a porcentagem de nitrogénio em massa presente na
uréa fertilizante
(http://sbrtvl.ibict.br/upl oad/sbrt5926.pdf ?PHPSESSI D=e3b8397659a63ceddd4a88291

601e395).

TABELA 1. Fontes de Nitrogénio.

Adubos quimicos | Porcentagem de nitrogénio em massa
Uréa 45%

Sulfato de Aménio 20%

Nitrato de Cacio 33%

Nitrato de Aménio 35,5% (Y2 NH;" e %2 NO3”

(Fonte: Universidade Federal de Maring&. Disponivel em: www.dzo.uem.br/disciplinas/Sol os/nutrientes.doc>).

De acordo com a Associacdo Naciond para Difusdo de Adubos — ANDA, cerca
de 60% do totd do nitrogénio comecidizado etd na forma de uréa
(http://sbrtvl.ibict.br/upl oad/sbrt5926.pdf ?PHPSESSI D=e3b8397659a63ceddd4a88291

601e395).

MAMONA

A cultura da mamona sempre foi condderada uma atividade de peguenos
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produtores, especidmente na regido de clima mi-&ido do Bradl. Entretanto, acdes do
governo brasileiro para fomentar o desenvolvimento regiond, priorizando, em principio,
a cultura da mamona como fonte potencid para 0 desenvolvimento do setor de
biocombustiveis, ver mudando esse panorama.

Com o advento do biodiesd, a cultura da mamona teve um aumento na produgéo
em todo pais, por ser considerada uma das espécies mais promissoras para producéo de
Oleo diesd vegetd (OLIVEIRA et al., 2006). O Brasil destacase como o terceiro
produtor mundia de mamona tendo produzido, gproximadamente, 210 mil toneladas na
safra 2004/2005. A producdo concentra-se na regido Nordeste, destacando-se o Estado
da Bahia como responsavel por cerca de 90% do volumetotal (LIMA et al., 2006).

A mamondra (Ricinus communis L.), pertencente a familia Euphorbiaceae, é
uma planta de origem tropica, ressente a seca e exigente em cdor e luminosdade
(Figura 5). E considerada uma oleaginosa de dto valor econdmico em razéo de suas
inimeras possibilidedes de aplicacd na aea industrid. Eda oleaginosa, possvemente
origindiia da Africa, segundo BELTRAO (2004), esti dissaminada em quase todo o
territério brasileiro e é cultivada, principadmente, na regido nordeste, cujas condicdes
cimaticas sBo adequadas a0 seu desenvolvimento. Tem uma baixa exigéncia hidrica
(400-600 mm/ano) e pode ser cultivada em ampla faxa de temperatura (20 — 34°C)

(MONTEIRO, 2007).
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Figura 5. Plantacdo de mamona (Ricinus communis L.). Fonte: Wikipédia (2008)

O fruto da mamoneira apresenta aproveitamento integral, obtendo-se como
produto principa o dleo, estavel sob variadas condigbes de pressio e temperatura, e
como subproduto a torta, a qua pode ser utilizada como adubo orgénico (COSTA et al.,

2004), conforme fluxograma da Figura 6.



Mamona em bagas

Farinetas

v
Pré-limpeza
A 4
Cozimento
A 4
Prensagem » Torta
A 4 L
Oleo Bruto Expansio
v l
Centrifugagdo Extracéo por
solvente
v |
: v v
Oleo degomado Oleo Farelo
Bruto *
v Moagem
Neutralizagdo *
Secagem
Torta de
Mamona

28

Figura 6. Fluxograma do processamento das sementes de mamona para a producéo do

0leo e do subproduto torta. Fonte: Embrapa Algodéo (2005).

O processo de descascamento e extracdo do 6leo de mamona produz dois

importantes residuos. a casca do futo e a torta, j& comentada anteriormente. Para cada

tonelada de semente de mamona processada, so gerados 620 kg de casca e 530 kg de

torta de mamona (SEVERINO, 2005 apud LIMA et al., 2006). Como a producdo

brasleira de mamona foi de 210 mil tondadas em 2005, edima-se que tenham sdo
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produzidas aproximadamente 130 mil toneladas de cascas e 111 mil toneladas de torta.
Tradicionamente, estes dois produtos tém sdo utilizados como adubo organico,
sendo a torta comercializada por conter ato teor de nitrogénio, aproximadamente 5%, e
as cascas gpenas levadas de volta para dentro da lavoura ou aproveitada na propria

fazenda (LIMA et al., 2006).

24 EMPREGO DE FUNGOS FILAMENTOSOS NO PROCESSO DE

BIORREMEDIACAO

241 FUNGOSFILAMENTOSOS

Os fungos est@o amplamente didribuidos na natureza, assm, des SO
encontrados na agua, no a amosférico, no solo, sobre 0s animais e vegetais Vivos
parasitando-os, na matéria organica em decomposicdo, nos produtos adimenticios e
produtos industriais (SILVEIRA, 1995).

Condituem um conjunto de seres vivos que inclui desde organismos
unicdlulares a organismos pluricdlulares macroscopicos. S formados por céulas
eucariotas, com uma parede rigida, e se caracterizam por serem imoéves, apresentarem
nutricdo heterotréfica por absorcéo e reproducdo assexuada e sexuada (SILVEIRA,
1995).

Os fungos unicdulares sB0 microscopicos, possuem forma aredondada e se
denominam leveduras. Porém, a maioria dos fungos é pluricdular, formada por cdulas
cilindricas aumentadas, que se dispdem linearmente para condituir grandes filamentos,

gue se denominam hifas. Ao conjunto de hifas d&se o nome de micdio. As hifas podem
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apresentar separacdo entre as cdlulas — espécies septadas — ou ndo — denominadas,
entédo, de espécies cenociticas. Normamente, quaquer fragmento hifdico pode dar
origem a outra formacdo micelid quando destacado e colocado em meio agpropriado
(PUTZKE, 2004).

Na vida livre ou nos cultivos, 0 micdio s diferencia em duas partes, a que
penetra nos subgtratos nutritivos, denominada micdlio vegetativo, e a que se dispde em
superficie e contém as edruturas reprodutoras, que condituem o micdio agreo ou
reprodutor (uab-gtip.uab.es/Apuntsmicro/hongos.pdf).

Como biodegradadores naturais, os fungos encontram as substancias necessarias
paa 0 seu desenvolvimento na natureza, principadmente, macromoléculas insolUveis,
gue precisam ser primeramente degradadas em unidades monoméricas sollvels antes
de sua assmilagdo. Polissacarideos, proteinas, &cidos nucléicos, ligning, lipidios e
outros compostos de grande peso molecular, ou insollvels, nd podem ser incorporados
diretamente sem antes terem sido reduzidos. Os fungos absorvem nutrientes através da
membrana plasmética, como compostos de baixo peso molecular dissolvidos em &gua, 0
que pdtifica necessidade. Para isso, organismos secretam enzimas especificas
para 0 melo exterior, conseguindo reduzir o tamanho das moléculas e aumentar a sua
solubilidade. Assm, essas substancias passam pela membrana, que tem grande poder
setivo para moléculas pequenas, apesar de algumas enzimas, que fazem parte de sua
composigdo, poderem incorporar, aivamente, determinados nutrientes por selegéo.
Dese modo, moléculas smples teréo preferéncia na sua utilizacdo como nutrientes,
sendo, entdo, reprimida a sintese de enzimas para moléculas mais complexas. Por
exemplo, se houver glicose no meio, a qud € preferida pelo fungo, ndo serdo formadas

as enzimas para degradar substratos complexos, como amido e ceulose, nem enzimas
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para degradar dissacarideos, como galactose, maltose e sacarose (PUTZKE, 2002).

Td como nas plantas, em gerd, os fungos também necessitam de duas classes de
nutrientes de acordo com a quantidade necessaria em suas dietas. 0s macronutrientes
(exigidos em quantidedes por volta de 10° M) e os micronutrientes (requeridos em
quantidades por volta de 10® M ou menos). Os macronutrientes sio: carbono,
hidrogénio, oxigénio, fasforo, potésso, nitrogénio, enxofre e magnésio, dos quais o
primgro € mas exigido, por ser um eemento edrutural, associado ao hidrogénio,
oxigénio e nitrogénio. Entre os micronutrientes, sdo citados ferro, cobre, manganés,
zinco e molibdénio (PUTZKE, 2002).

A literatura descreve, em ged, a necessdade de incorporacdo de
macrodementos como requidto nutriciond para o0 crescimento de fungos em

laboratorio. Portanto, destacam-se, dentre os macronutrientes, 0s seguintes e ementos:

CARBONO

E amplamente utilizado por ser um dos componentes estruturais dos fungos, pois
sabemos que 0s microorganismos gpresentam 50% de carbono na sua massa cdular.
Dependendo do tipo de metabolismo, os microorganismos incorporam a céula
proporcdes diferentes de substrato de carbono, o que para os anaerobicos € de 10%, para
0s aerébios representa de 50 a 55% (ROITMAM et al., 1988). A glicose € a fonte de
cabono mas amplamente utilizada, sendo os estudos redizados principdmente com

esse ou outro carboidrato, como frutose, manose e galactose (PUTZKE, 2002).
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NITROGENIO

O nitrogénio € encontrado no solo, em maior quantidade na forma de nitrato,
sendo amplamente utilizdvel por fungos, mas nem todas as espécies tém
capacidade. Dentre as demais formas de nitrogénio que podem ser encontradas no solo,
somente a amdnia tem ampla utilizacdo, gpesar de s toxica Mas isso é facilmente
contorndvel em funcdo de ser encontrada na forma de seu fon NH,*, 0 que leva a um pH
levemente bésico, que permite o crescimento dos fungos. Nitrito e hidroxilamina, apesar
de serem toxicos também, sdo empregados como fonte de N para por muitas espécies,
tal como uréa, aminoacidos e outros compostos nitrogenados. Misturas de aminoécidos
parecem ser mals apropriadas, pois aceleram o crescimento em relacdo a culturas onde
um Unico componente é adicionado (PUTZKE, 2002).

Dentro desse contexto, PEREIRA e LEMOS (2003) estudaram o efeito das
fontes de nitrogénio na degradacéo de petrdleo por A. versicolor, redizando um
experimento que posshilitou a comparacdo de quatro diferentes fontes de nitrogénio:
extrato de levedura (EL), uréa ((NH).CO), sulfato de amonio ((NH4).SO4) e nitrato de
sodio (NaNOs). O resultado mostrou que a maior eficiéncia de degradacéo foi acancada
quando se fez uso de EL (39,5%). O emprego de (NH).CO, (NH4),SO4 e NaNOs
proporcionou um resultado decrescente em relacdo a fonte anterior, com percentuais na
ordem de 17,41 %; 6,8 % e 4,8 %, respectivamente.

No trabaho de SANTOS (2007), foi avadliado o efeito da adicdo de duas fontes
de nitrogénio, uréia e nitrato de sodio, em amostras contaminadas por petroleo e
adicionadas de p6 da casca de coco verde, como materid estruturante. O experimento,

no qual o solo foi corrigido com uréa, foi responsdvel por uma remocgdo de carbono
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66% maior do que a amostra controle.

PUTZKE (2002) descreve as formas de utilizacdo das diferentes fontes de
nitrogénio por espécies de fungos, discutidas a seguir.

A assmilacéo de nitrato (NOs) ou de nitrito (NO2) peos microrganismos
conduz a reducdo de ambas fontes de N a ambnia, por meio de vias metabdlicas
especificas. A reducéo de nitrato a amdnia envolve duas enzimas. nitrato redutase e
nitrito redutase, como mostra a Reacao 1 (WIAME et al., 1985; GRIFFIN, 1994).
Experiéncias, com relagdo a sintese dessas enzimas por Aspergillus nidulans, indicam
gue a sua formacdo € controlada tanto pela inducéo por nitrato, como pela repressao por
ambnia. Além disso, admite-se a possibilidade de que nitrato redutase desempenhe um
papel regulador autdgeno que controla a sua prépria sintese e a de nitrito redutase
(MARZLUF, 1981).

O ion nitrato pode ser incorporado a0 meio de cultivo, utilizando-se nitrato de
amonio, nitrato de potésso, nitrato de sodio e nitrato de cacio. Os passos da reducéo

que permitem a0 fungo a utilizacdo do nitrato sfo apresentados, esquematicamente, na

Reacdo 1, aseguir:

Nitrato redutase Nitrito redutase
Nitrato(NO,) ® Nitrito(NO,) ® amonia+ H,O

Reacdo 1.Reacdo de reducdo do nitrato a amoénia redizado por fungos (PUTZKE, 2002)

Porém, muitos fungos ndo tém a capacidade de utilizar outra fonte de nitrogénio,
gue ndo sga a amoénia. O ion ambnia e 0 nitrogénio organico gpresentam 0 MesMo

nivel de oxidagdo, dispensando a necessdade de producdo das enzimaes redutoras. A
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utilizacdo preferencid da ambnia, evidentemente, também representa um  gasto
energético menor para o fungo (PUTZKE, 2002).

As evidéncias sugerem que os fungos assmilam amonia e a trandformam em
aminoécidos, por meio das vias do glutamato e da glutamina O grupamento a-amino,
da maoria dos aminoé&cidos, € proveniente do grupamento a-amino do glutameto,
obtido por transaminagdo. O glutamato € sintetizado a partir do ion aménio (NH;") e de
a-cetoglutarato, um intermedi&io do ciclo do &cido citrico, gragas a acdo da glutamato
dehidrogenase. Por sua vez, a glutamina contribui com a sua cadela laterd para a
biossintese de variados compostos, e forma-se pela incorporacdo de ions amoénio na
molécula de glutamato, por acdo da glutamina sintetase. Eda enzima € consderada um
elemento controle-chave no metabolismo intermedi&io, devido a regulacdo do fluxo
metabdlico do nitrogénio (SLAUGHTER, 1988).

A outra forma assmilaved do nitrogénio € na forma organica O nitrogénio
organico pode ser adicionado aos meios de cultura, por meio da utilizacdo de
aminoécidos, peptidios ou peptonas. Edes Ultimos por hidrdlise, resultam  em
aminoacidos. Em gerd, a maoria dos fungos utiliza nitrogénio orgéanico (PUTZKE,
2002).

Sabe-se que, 0 extrato de levedura estimula o0 crescimento de diversos
microrganismos, por s uma fonte de amino&cidos e vitaminas, especidmente do
complexo B. Porém, apesar da importancia do extrato de levedura como fonte de N e de
outros nutrientes, deve-se ter, também, um compromisso com a viabilidade econdémica
do processo em desenvolvimento, devido ao custo eevado do nutriente. Para td, torna-
s indigpensavel a procura por outras fontes de N, visando subdtituir o extrato de

levedura e diminuir os custos de producdo. As fontes inorganicas seriam, neste caso, as
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mals recomendaveis, uma vez que sB0 as mais baratas e muito utilizadas nos processos

industriais (ANTUNES, 1997).

ENXOFRE

Em culturas de fungos, normadmente utiliza-se o sulfato de magnéso como fonte
de enxofre, no qua o ion sulfato entra facilmente na cdula, por transporte ativo. Muitos
fungos podem reduzir o ion enxofre e, anda, oxidar enxofre puro ou formas reduzidas

de enxofre a partir dos meios onde ocorram. A seqUéncia da reacdo € mostrada na

Reacao 2:

S® SO ® S,0 ® SO;

Enxofre Tiosulfato Tetrationato SQulfato
dementar

Reacéo 2. Oxidac&o do enxofre puro por fungos (PUTZKE, 2002)
FOSFORO

O fosforo € assmilado pelos fungos sob a forma de anion fosfato. Esse anion é
importante para o metabolismo da céula fungica por fazer parte da molécula de DNA,
RNA, dém de fodalipidios, NAD, FAD, coenzima A e de dgumes vitaminas. Em
meios de cultura, a inclusio de fésforo é feita com a adicdo de sais de fosfato inorganico
a0 mesmo (PUTZKE, 2002).

Gerdmente, o teor de fésforo encontra-se em baixa concentracdo nos ambientes

contaminados por hidrocarbonetos de petrdleo, onde as relagbes carbono/nitrogénio e
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carbono/fésforo sdo devadas e desfavorecem o crescimento microbiano (ATLAS,
1981).

Cabe sdientar, que a fonte de fésforo pode ser toxica para 0s microrganismos
envolvidos na biorremediacdo, e pode inviabilizar o referido processo, como
comprovado para o &ido metilfosfénico, que causa destruicdo da membrana celular

devido a sua natureza lipofilica (DEL’ ARCO, 1999).

POTASSIO

O potéssio € geramente, empregado em sua forma inorganica K. E importante

nos processos de transporte ceular e na regulacdo do potencid osmético da cdula

(PUTZKE, 2002).

MAGNESIO

O magnésio € da mesma forma que o0 potdssio, empregado em sua forma

inorgdnica Mg, tendo acd importante na estruturagido da membrana cdular

(PUTZKE, 2002).

242 CULTIVO DOS FUNGOS FILAMENTOSOS

Os fungos crescem facilmente nos meios de cultivo convencionais dando lugar a

colonias visiveis macroscopicamente, com morfologia bem diferenciada para leveduras

ou fungos filamentosos A identificacdo das leveduras ocorre pelo estudo de suas
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caracterigicas metabdlicas, mas a identificagdo dos fungos filamentosos de basda nas
caracteristicas  morfolégicas  (uab-gtip.uab.esApuntsmicro/hongos.pdf). Ha mas de
uma década, a técnica de seqlenciamento de DNA auxilia a identificacdo desses
microorganismos em paises europeus e nos Estados Unidos. Porém, no Brasil, a técnica

de identificacdo por meio das caracteristicas morfol bgicas ainda € amplamente aplicada

A adsorcio de nutrientes pelos fungos € auxiliada por enzimas secretadas no
meio, que hidrolisam as moléculas organicas em porgdes menores e, consequentemente,
podem ser transportadas mais facilmente para dentro da cdula. Todos os fungos sdo
heterotroficos e podem crescer no laboratério em uma mistura Smples, contendo uma
fonte de carbono orgénico — gerdmente, um aclcar —, uma fonte de nitrogénio
inorganico ou organico e aguns minerais. Por outro lado, outros tém a capacidade de
crescer em meios complexos, que contém uma variedade de compostos organicos,
providos de peptona e de extrato de carne, bem como fontes complexas de carbono

como celulose e hemicdulose (LEMOS, 2001).

Além das fontes de carbono e nitrogénio, um suporte sdlido, como o agar,
permite aos fungos filamentosos o desenvolvimento do micdlio aére0 - onde se
localizam as edtruturas reprodutoras - e 0 aumento do nimero de colbnias, no caso das
leveduras. O meio de cultivo mais utilizado para os fungos € 0 meio glicosado de
Saboraud, que possui uma concentracdo maior de aglcar que 0 meio de cultivo para as
bactérias (4%), e um pH de 5,6, caracteristicas que dificultam o crescimento bacteriano

(uab-gtip.uab.es/Apuntsmicro/hongos. pdf).
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243 FUNGOSNO SOLO

Na biosfera, 0 habitat mais rico em fungos € 0 solo. O solo € um meio 6timo e
favoravel a vida dos fungos, pois a grande quantidade de detritos organicos animais e
vegetais conditui uma fonte inesgotdvel de dimentos para os mesmos (SILVEIRA,
1995; ROITMAN et al., 1991).

No so0lo, estes organismos sdo encontrados desde a superficie aé uma
profundidade que varia de 15 a 20 cm. Junto & bactérias condituem a maioria da
microflora e, principdmente, nos solos &cidos e ricos em matéria organica chegam a
sobrepujar estas Ultimas (SILVEIRA, 1995).

PUTZKE (2002) apresenta uma estimativa dos numeros de microorganismos por
grama de solo fértil: as unidades formadoras de colbnias para fungos estariam numa
faixade 10° a 10° e para as bactérias de 10° a 10°.

Em 1957, foram catdogados como fungos do solo 690 espécies, pertencentes a
170 géneros GILMAN, 1957 apud ROITMAN et al., 1991). Desde esta data, muitas
novas espécies fungicas foram isoladas do solo, sendo os géneros mais freglientemente
encontrados. Mucor, Penicillium, Trichoderma e Aspergillus, seguidos por Rhizopus,
Zygorhynchus, Fusarium, Cephalosporium e Verticillium (SILVEIRA, 1995,

ROITMAN et al., 1991).

2.4.4 APLICACAO DE FUNGOSNA BIORREMEDIACAO

Os fungos apresentam uma s&rie de caracteristicas econdmicas e ecoldgicas que

os trandformaram em organismos indispensiveis para todo e qualquer ecossistema. O
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impacto da descoberta da peniciling, das substéncias que evitam regeicdo de Orgaos
trangplantados, das micotoxinas e de tantos outros produtos e subprodutos de origem
fungica marcou a humanidade. A Figura 7 destaca a presenca dos fungos em nossa vida
cotidiana — contribuicdo para a fabricacdo de paes, queijos e bebidas — e na degradacéo

e reciclagem de nutrientes (PUTZKE, 2002).

METANOIDES

+ ANTIBIOTICOS
PLANTAS | ARTROPODES .\ HORMONIOS DE
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COGUMELOS Fy DESPOLUICAD
COMESTIVEIS
MICORRIZAS
ENZIMAS
INDUSTRIAIS
. ATIVIDADE
, FLORESTAS
OUEIJUS‘T?ENZIMATICA FUNGOS \
ALIMENTOS ASSOCIACOES
ECOLOGICAS

BIOFERMENTACAQ INTEMPERISMO

BIOLOGICO

DECOMPOSICAO DE
v MATERIA ORGANICA

ASSOCIACOES \

FERMENTACAQ

, i SILAGEM
ALCOOL PAO
ACIDOS / \ CICLAGEM E
f DISPONIBILIZACAO DE
BIOINDICADORES LIQUENS MICORRIZAS NUTRIENTE%A

Figura 7. Principais beneficios proporcionados pe os fungos (PUTZKE, 2002).

As tecnologias de biorremediagdo contam, comumente, com a atividade das
bactérias para descontaminar o ambiente. Entretanto, menos atencdo tem sido dada a
biorremediacdo de ambientes contaminados efetuada por fungos. Por outro lado,
avaiagdes de fungos, em escaa de laboratorio, apresentam um potencia adequado para

degradar hidrocarbonetos policiclicos arométicos de adto peso molecular (HPAs) e
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outros compostos organicos recacitrantes, por meo de dSdsemas enzimaticos
extracdulaes e outros. Portanto, os fungos se condituem num grupo de
microrganismos  arativos e promissores paa a sua investigagdo como  agentes
degradadores (ATAGANA, 2006).

Na ultima década, tém sido identificadas e caracterizadas diferentes espécies de
bactérias e fungos filamentosos, utilizados nos processos de biorremediacdo. Os fungos
sd0 conhecidos peda sua diversdade e habilidade notéavel para degradar materiais
naturals complexos e persdentes, tas como ligning, quitina e cdulose microcrigtdina
Portanto, algumas caracteridticas dos fungos filamentosos, como a biodatividede e o
crescimento morfoldgico, os tornam potencidmente melhores degradadores do que as
bactérias. Além disso, os fungos sfo capazes de crescer sob condicBes ambientais de
edresse como meios com baixos vaores de pH, pobres em nutrientes e com baixa
aividede de &ua favorecendo o0 seu  desenvolvimento diante de  outros
microorganismos (MOLLEA et al., 2005, DAVIS & WESTLAKE, 1978 apud
ATAGANA, 2006).

Na pesquisa de ARAUJO e LEMOS (2002), foram redlizados o isolamento e
identificacdo de fungos filamentosos com capacidade de degradacéo do petrOleo. A
patir de um solo contaminado com 5% m/m de petrdleo, foram obtidas oitenta
linhagens, das quais sessenta apresentaram capacidade para degradar hidrocarbonetos de
petroleo. A identificacdo dos microrganismos as agrupou em 4 géneros fungicos
(Aspergillus, Penicillium, Paecilomyces e Fusarium) subdivididos nas seguintes
espécies. Aspergillus terreus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus versicolor, Aspergillus
niveus, Aspergillus niger, Penicillium corylophilum, Parcilomyces variotti,

Paecilomyces niveus e Fusarium sp.
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ATLAS (1981) destacou onze géneros de fungos e seis géneros de bactérias
responsavels pela oxidacdo de hidrocarbonetos em solo. Em outro estudo, redlizado por
DAVID & WESTLAKE apud ATLAS (1981), foram isoladas sessenta espécies de
fungos, capazes de crescer em ntetradecano, tolueno, naftaleno e sete tipos de Gleo cru.
Os fungos encontrados com maior freqiiéncia no solo foram agueles que produziram
pequenos conidios, tais como Penicillium e Verticillium ssp.

RAVELET et al. (2000) identificaram véarias espécies de fungos com capacidade
para degradar pireno, um hidrocarboneto policiclico aromatico que possui quatro anéis
aromaticos. Os microrganismos isolados foram: Mucor racemosus, Mucor racemosus
var. sphaerosporus, Gliocadium virens, Penicillium simplicissmum, Penicillium
janthinellion, Phialophora alba, Phialophora hoffmannii, Trichoderma hazianum,
Scopulariopsis brumptii e Coniothyrium fuckelii.

MOLLEA et al. (2005 também utilizaram linhagens fdngicas puras na
otimizacdo da biodegradacdo de HPA. Os resultados apresentados nesse artigo
mostraram que T. harzianum n&o foi capaz de biodegradar naftaeno, diretamente no
microcosmo contendo solo, enquanto P. Chrysosporium, nas mesmas condigbes de
teste, degradou o poluente até atingir uma concentracéo residua de 150 mg/kg de solo,
apds 80 dias, em condigBes corrigidas com nitrogénio. Porém, no trabalho de BAHERI
& MEYSAMI (2002), o bicaumento, com linhagens de fungo da podridéo branca, ndo
teve um €feto ggnificativo na biorremediacd do solo. Isso foi devido, segundo o
préprio artigo, a presenca de linhagens naturais de fungos da podridéo branca no solo e
no materid edruturante que continha a madera Porém, € conhecido que os
microorganismos podem nd& degradar o0 contaminante numa exposcdo inicid, mes

fazé-lo apGs uma exposicéo duradoura. Essas adaptactes metabdlicas tém sido objeto de
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estudo quanto aos mecanismos que as causam, dentre eas a de adaptacdo de enzimas de
crescimento das popul agdes biodegradantes e mutagdes genéticas (BRITO, 2004).

ATAGANA et al. (2006) avdiaam a capacidade de linhagens fungicas
(Cladosporium, Fusarium, Penicillium, Aspergillus e Pleorotus), isoladas do solo
contaminado com creosoto, na degradacd de HPAs. O edtudo foi redizado com
bioestimulo, sob a forma de adicdo de nutrientes. Os pesquisadores apontaram
Pleurotus, um fungo da podriddo branca, como 0 microrganismo com maior potencia
degradador. Embora todas as culturas puras tenham degradado ativamente o creosoto
(maximo de remocéo de 80%), a midura de culturas fungicas foi mais efetiva, com
remocao igua a 94,1% no tratamento do solo com adicdo de nutrientes.

OLIVEIRA e LEMOS (2005) também andisaram o beneficio do tratamento ex-
dtu de amodras contaminadas por petroleo, empregando, conjuntamente, o bioestimulo,
com fontes de nitrogénio, e 0 bicaumento, com Aspergillus versicolor. O tratamento
proporcionou um aumento de 57,4% na aenuacdo de hidrocarbonetos do petrdleo em
relacdo a amostra controle.

BARROS et al. (2007) avdiaran o0 desempenho da associacdo de inoculo
fungico e po de coco como materia edtruturante. Os autores relataram que, nas amostras
sem indculo fungico, a evolugdo de CO, foi inferior, demonstrando a importancia dos
fungos no processo.

Dessa forma, 0 uso de microorganismos, especidmente fungos filamentosos, em
processos de producdo em grande escda € dtamente conveniente, principamente em
funcéo da dispensa de reagentes quimicos adicionais, da freqlente auto-sustentabilidade
do processo e da natureza pouco poluente dos processos hioldgicos (BRITO et al.,

2004).
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2.5 ENSAIOS DE ECOTOXICIDADE EM PROCESSOS DE

BIORREMEDIACAO

Os testes de toxicidade sGo amplamente empregados para a avdiacdo dos efeitos
adversos de agentes quimicos sobre a hiota terrestre e agudtica e posshbilitam a
avaliacdo dos impactos de poluentes para organismos do solo e dos corpos receptores.
Sendo assm, os testes de toxicidade podem ser redizados para avdiar o potencid de
bioacumulacdo do contaminante fornecendo informagbes de toxicidade e
biodisponibilidede, podendo s uma importante ferramenta no  auxilio do

monitoramento de areas degradadas (RAMOS et al., 2007).

Nos testes de ecotoxicidade, sfo utilizados organismos-teste terrestres, de &guas
continentais, estuarinas e marinhas que ficam expostos aos contaminantes sob condigdes

controladas (CETESB, 2005).

A toxicologia € 0 edtudo dos efeitos nocivos dos agentes quimicos ou fisicos
sobre 0s organismos Vivos, tendo como objetivo principal estabelecer 0 uso seguro dos
agentes quimicos. As subgténcias quimicas de interesse incluem tanto os produtos
quimicos dntéticos, quanto agueles que exigem naturdmente no ambiente. Na
toxicologia, os efeitos sGo determinados, em gerd, pela injecdo ou administracéo oral de
substncias de interesse em animais, observando-se como a salde desses € afetada, por

meio darelacdo dose-resposta (BAIRD, 2002).
Eges estudos tém posshilitado o estabdecimento de limites permissivels de
varias subgténcias quimicas e na avaiacdo dos impactos de poluentes para organismos

do solo e dos corpos receptores, ja que é anditica e economicamente inviavel identificar
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todas as substéncias tdxicas em compartimentos ambientais e criar padrdes para cada
uma delas (CETESB, 2005). Normamente, tais estudos envolvem testes de toxicidade
smples, redizados em curto espaco de tempo. Entretanto, de acordo com a
complexidade do estudo, testes de longa duracdo também podem ser redizados
(RAMOS et al.).

Porém, segundo SISINNO et al. (2006), os testes de ecotoxicidade sfo,
geramente, desenvolvidos para determinar a toxicidade de substéncias adicionadas a
um solo atificid, a fim de que vérios interferentes sgjam diminados. O grande dessfio
na adaptacBo desses méodos para a complementacdo da avadiacdo de éreas
contaminadas € a subgtituicdo do substrato atificia pelas amostras de solos trazidas
dessas &ess, a avdiacdo dos possiveis interferentes nos resultados, bem como a escolha
dos organismos-teste para amodiras com determinadas caracteristicas (SISINNO et al.,
2006). A partir desse pressuposto, os autores realizaram ensaios de toxicidade com
minhocas em amosras naturais provenientes de deas contaminadas  por
hidrocarbonetos, como complementacdo no processo de avdiacdo de daeas
contaminadas.

DORN et al. (1998) também avaliaram a qudidade do solo, resultante de um
derramamento de 6leo gp6s 0 processo de remediagdo, pela andlise da toxicidade de
organismos do solo. Para aumentar o entendimento da quaidade do solo resultante de
um processo de remedicdo, os autores utilizaram trés métodos para testes de toxicidade,

dentre eles, 0 ensaio de |letdidade de 14 dias para as minhocas.

DORN e SALANITRO (2000) ressatam que poucos dados existem para efeitos
especificos de contaminacdo de hidrocarbonetos para tipos de solo, tipos de dleo e

outros produtos quimicos presentes em solos. A maioria dos dados sobre os efeitos dos
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hidrocarbonetos é derivada das informacBes sobre ambientes aguaticos, sendo estes
extrgpolados para solos. Isso ressdta a importancia da redizacdo de testes de
ecotoxicidade para solos contaminados, antes e ap6s 0 processo de biorremediacdo. No
nosso estudo, porém, o objetivo maior era avdiar a toxicidade do petréleo, nas
concentragbes empregadas e, principamente, a das fontes de nitrogénio sobre o sstema
contaminado, sem necessariamente, avdiar a quaidade das amostras de solo gpds o

tratamento biologico.
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CAPITULO 3: Materiais e Métodos




a7

3.1S0LO

O solo utilizado neste trabaho, do tipo franco-arenoso, € proveniente de um
canpo de exploracéo e producdo de petrGleo em terra, locdizada em Carmadpalis,
municipio do Sergipe. O materid em questdo foi gentilmente cedido pela Petrobras e a
coleta foi executada por equipe da prépria empresa a fim de garantir a
representatividade do sstema.

ApGs a chegada do solo no Centro de Tecnologia Minerd (CETEM/MCT), em
dezembro de 2005, foi redizado o procedimento de secagem a temperatura ambiente
durante, gproximadamente, trés dias. Pogteriormente, 0 materid foi peneirado em uma
peneira de maha de 10 mesh (1,68 mm), homogeneizado e quarteado em 1,5 kg. Em
seguida, 0 solo foi estocado em camara fria a 4°C até a sua utilizacdo nos experimentos.
As Figuas 8 e 9 mostran 0 solo gp6s homogeneizacdo e quarteamento,

respectivamente, nas dependéncias do CETEM.

Figura 8. Homogeneizacéo do solo.



Figura 9. Quarteamento do solo.

3.1.1 CARACTERIZACAO PARCIAL DO SOLO

As caracterigicas quimicas do solo, proveniente de Sergipe, foram determinadas
por meio de andlises de fertilidade e teor tota de nitrogénio, no Departamento de Solos
(LABFER) da UFRRJ.

A rotina de fertilidade do solo e a andise fisca foram redizadas de acordo com
as metodologias descritas no Manud de Méodos de Andise de Solos (EMBRAPA,
1997). O teor de nitrogénio totad foi executado conforme metodologia descrita por
TEDESCO et al. (1995).

A determinacdo da capacidade de retencdo de agua (CRA) no solo foi redizada

conforme adaptacéo do procedimento descrito em ALEF e NANNIPIERI (1995).
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3.2 PETROLEO

O petréleo, utilizado nos trabahos experimentais, € proveniente do mesmo campo
de exploracéo e producéo de petroleo em terra, do qual o solo também é originado.

A contaminacdo intencional do solo foi redizada nas dependéncias do CETEM.
Paraisso, 0 solo foi retirado da camara fria (4°C) e exposto a temperatura ambiente, do
laboratorio (24°C) para secagem durante sete diasss A contaminagdo foi  feita
adicionando-se 5% m/m de Oleo cru a0 s0lo seco. Somente na terceira etapa
experimenta, foi acrescentado 1% m/m de petrdleo a0 solo seco. 1ss0 se deve ao fato
da utilizacdo de dois niveis de concentracdo do poluente — 1 e 5% — naterceira etapa do
trabal ho.

Trés dias gpds a contaminagdo, o sstema (solo+dleo) foi empregado nos testes de
biodegradacéo. Esse periodo foi destinado para evaporacd dos compostos volétels
presentes no petréleo.

A determinacdo da capacidade de retencdo de &gua (CRA) no solo contaminado
— para ambos os niveis de contaminacdo empregados — foi redizada conforme

adaptacdo do procedimento descrito em ALEF e NANNIPIERI (1995).

3.3 FONTESDE NITROGENIO

As rotinas de fertilidade e a andise de teores totais de nitrogénio, fésforo e
potéssio para as amodtras comercias de uréia e mamona foram redizadas pelo
Departamento de Solos (LABFER) da UFRRJ, de acordo com as metodologias descritas

em3.1.1.
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3.4 INOCULO

O preparo do indculo predominante fangico foi redizado pela extragdo da
microbiota nativa presente no s0lo, e seu pogterior cultivo, com intencéo de propagar a
biomassa. Para iso, foi utilizada solucdo sdina 0,9% miv. (45 mL) com 0J1g de
cloranfenicol por litro de solucéo, gustada em pH 4. Tanto o antibidtico, como o0 guse
de pH, serviram para inibir 0 aparecimento excessivo das bactérias. Foi acrescentado 59
de solo virgem a solugdo e a suspensio foi agitada em shaker a 150rpm e 30°C por 1h e,
em seguida, deixada em repouso por 24h. Retirorse 5 mL de indculo dessa suspenséo e
adicionourse em 200mL de cddo Saboraud — meio de cultivo especifico para fungos
filamentosos — contendo 0,1g de cloranfenicol por litro de solugéo. O frasco foi agitado
por 48h, de acordo com as condicbes mencionadas anteriormente, e a seguir, a
suspenséo contendo a biomassa foi adicionada aos sistemas na proporgdo de 50% do
volume utilizado paa umedecer as amodtras de solo, nos dois momentos digtintos,

determinados na primeira etapa.

35 TESTESDE BIODEGRADACAO

Os ensaios de biodegradacdo foram conduzidos usando solo contaminado com
5% e 1% m/m de petrleo — sendo a Ultima concentracdo aplicada somente na terceira
etapa experimental. O presente trabaho experimental foi conduzido em quatro etapas,
tendo como meta definir as estratégias mais efetivas para a degradacéo do 0Oleo cru.

A primera etgpa do trabaho, consderada como ensaio preliminar, foi redizada

em biorreatores estéticos (bandgjas), durante um periodo de 10 semanas. O objetivo foi
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avdia o comportamento microbiano no solo contaminado, durante o processo de
atenuacdo natura, para determinacdo do momento de decréscimo da populagdo de
heterotréficos totais a fim de se redizar, a seguir, uma inoculagdo fungica no solo
contaminado. Além disso, também foi redizado um estudo das CRA’S mais promissoras
para os testes da proxima fase.

A sgunda etgpa foi desenvolvida em microcosmos, durante 44 dias,
goroximadamente. Nosso avo era definir as mehores condigbes de cultivo a serem
adotadas no solo contaminado com Gleo cru para a etgpa seguinte. Assm, aguns fatores
limitantes a0 processo de biodegradacéo foram avadiados, como: a adicdo de fontes de
nitrogénio e as relagbes nutricionals adequadas, bem como a capacidade de retencéo de
agua (CRA) maisfavorave paraa propagacdo da microbiota nativa.

Na terceira etapa, as mehores condigdes determinadas nos testes em
microcosmos foram gplicadas em ensaios de biorremediacdo utilizando os biorreatores
eddicos, novamente, durante 8 semanas. Dando segqiéncia aos experimentos, foi
redizado um bicaumento predominantemente fungico, em dois diferentes momentos na
primeira semana e na semana determinada na etapa preliminar.

A quarta etapa teve como objetivo comparar 0 impacto toxicologico do emprego
das fontes de nitrogénio, empregadas na segunda e terceira etapas do trabalho, sobre
organismos do solo, No Nosso caso, as minhocas.

A seguir, serdo narrados, de forma detalhada, os ensaios redizados em cada uma
das etgpas suprecitadas, assm como as metodologias anditicas de monitoramento

incorporadas.
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351 PRIMEIRA ETAPA: ENSAIO PRELIMINAR

Foi redizado o monitoramento microbiolégico do processo de atenuacdo natura
por meio da quantificacdo de fungos e dos heterotréficos totais, presentes no solo
contaminado com 5% m/m de petrdleo, durante um periodo de dez semanas. Nesta
etapa, foi feito exclusvamente o controle da umidade do solo, por diferenca de peso.

O objetivo foi identificar o momento no qua ocorreu a diminuicdo da populacéo
de heterotréficos totais e crescimento da populagdo fungica no solo  contaminado,
utilizando técnicas microbiologicas convencionais, dém de definir as) CRA(S) mas
favoravel(is) para o crescimento dos fungos filamentosos em solo contaminado.

O experimento foi redizado em biorreatores estéticos de bancada (Figura 10),
gue consstiam de trés bandgjas de polietileno de gproximadamente 7,0 L de capacidade
tota, nos quas foran dispostos 1000g de solo nordestino contaminado e
homogeneizado. As amodras de solo foram submetidas a intempérie, contabilizando
trés dias, até a adicéo de agua para atingir 50, 75 e 90% de capacidade de retencdo de
agua (CRA), respectivamente. Os biorreatores estaticos foram acondicionados no

interior do laboratdrio climatizado, sendo atemperatura média de 24°C.

Figura 10. Biorrestor estético contendo solo contaminado com petrdleo a 5% m/m.
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O ensao fol acompanhado por melo de amodiragens semanais. Pogteriormente,
foran executadas andises  microbiologicas,  utilizando  diluigdes  sucessivas,
plaqueamento e contagem de colénias. Um controle abidtico também foi redlizado, no
qua o solo contaminado com 5% m/m de petrdleo foi acrescido de 2% de azida de
sodio. O biocida foi adicionado a cada duas semanas para inibir 0 crescimento
microbiano no processo abidtico. O objetivo do controle era avaiar a possbilidade de
perdas de hidrocarbonetos totais presentes no petrdleo por volatilizacdo e, dessa forma,
constatar se a redugdo do contaminante no fina do processo era devida, unicamente, a
acao microbiana.
Andises complementares de Oleos e Graxas (OG) foram feitas, semanamente,
durante o0 processo de biorremediacéo para todas as amostras de solo contaminado. As

amodtras foram estocadas em camarafriaa4°C aé a redlizacdo das andlises.

3.5.2 SEGUNDA ETAPA: EXPERIMENTOS EM MICROCOSMOS

Os ensaios de biodegradacd em microcosmos buscaram estabelecer as melhores
condiches de teste, tais como: a mehor fonte de nitrogéno, a reacdo nutriciond
adequada e a CRA mais favordvel para otimizagcdo do processo de biorremediacdo de
um solo contaminado com 5% m/m de petrdleo.

Os microcosmos consistiam de frascos kitasatos, de 250 mL, vedados com rolha
de borracha no topo, e uma nangueira de latex na saida latera, comprimida com pinca
de Hoffman, conforme mostra a Figura 11. Nesses frascos, foram adicionados 50g de
solo, acrescidos da respectiva fonte de nitrogénio e gustados com a correspondente

CRA. Foi incorporado um frasco controle em todos os experimentos e todas as amostras



foram feitas em duplicata

Figura 11. Foto do microcosmo utilizado nos Testes de Biodegradacéo.

Os cdculos para adicdo de nutrientes foram baseados no contetido de carbono
organico tota do solo, determinado pelo teor de carbono orgénico ja presente no solo
mais o teor de carbono proveniente da contaminacdo. Dos vaores de nitrogénio
caculados a patir da rdacdo C/N, foi descontada a parcela de nitrogénio — obtida nas
andises de teores totais para nitrogénio, fosforo e potésso (NPK) — e cadculada a
quantidade de uréia ou mamona a ser adicionada.

As duas CRA'’s utilizadas nessa fase foram determinadas na primeira etgpa dos
testes.

A corregdo nutriciona foi redizada unicamente pela adicdo de nitrogénio, pois,
segundo SANTOS (2007), que utilizou 0 mesmo solo nordestino, a correcéo de fésforo
ndo teve contribuicdo sgnificativa As duas relagbes nutricionals empregadas durante o
teste, razéo carbono/nitrogénio 100:10 e 100:20, j& foram aplicadas em projetos de
pesquisa desenvolvidos no CETEM e referenciadas por outros autores (OLIVEIRA &
LEMOS, 2005; MOLINA-BARAHONA et al., 2004; BORRESEN & RIKE, 2006).

Na Tabela 2, estd@ especificadas as condigdes adotadas no teste de

biodegradacdo em microcosmos para definir a fonte de nitrogénio e a reacdo C/N
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adequadas a0 processo. As doze primeiras condicOes referem-se aos testes com uréia
comercia (U), e as doze Ultimas, aos testes com torta de mamona comercia marca A

(MA). Foram incluidos controles, sem correc@o de nitrogénio.

Tabela 2. Condicdes adotadas no Teste de Biodegradacdo em microcosmos.

Descricdo do Teste
Amodgra EonteAdfa NES;?;? al CRA
de Solo |Nitrogénio (C:N) (Yom/m)
1 SC U 100:10 50
2 SC U 100:10 75
3 SC U 100:20 50
4 SC U 100:20 75
5 SV 50
6 SV 75
7 SC 50
8 SC 75
9 SV U 100:10 50
10 SV U 100:10 75
11 SV U 100:20 50
12 sV U 100:20 75
13 SC MA 100:10 50
14 SC MA 100:10 75
15 SC MA 100:20 50
16 SC MA 100:20 75
17 SV 50
18 sV 75
19 SC 50
20 SC 75
21 SV MA 100:10 50
22 sV MA 100:10 75
23 SV MA 100:20 50
24 sV MA 100:20 75

SC = solo contaminado; SV = solo virgem; U= uréia; M = mamona marcaA

O experimento foi acompanhado por meio de medigBes diretas de gas carbnico,

em cromatografo a gés, durante 44 dias, sendo 0 monitoramento feito diariamente, na
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primeira semana, e a cada 48h, nas semanas seguintes de teste. A aeracdo dos frascos
era executada apés as injeces de evolucéo de gas carbdnico e a correcdo de umidade,
reglizada por método gravimétrico, que ocorria somente quando NecessArio.

Os resultados gerados pela evolucdo de CO, (Condigbes 1-4 e 13-16) foram
corrdlacionados por meio de um plangamento experimental 23, utilizando o Statistica
7.0.

O plangamento experimental vem sendo usado largamente. Por meio dee,
pode-= determinar as vaidvels que exercem maor influéncia num determinado
processo, tendo como resultados a reducdo do tempo do experimento e a melhoria no
rendimento do processo, dentre outros (CALADO e MONTGOMERY, 2003). O
plangamento fatorid completo condsiu em oito experimentos em duplicata A Tabda

3 mostra os fatores e os nivels avaliados no plangamento.

Tabela 3. Vaiaves e Nives utilizados no Plangamento Experimentd 2° do teste em

MiCrocosmos
Niveis FATORES
CRA | Concentracdo do Nitrogénio | Fonte de Nitrogénio
+1 75% 20 2
-1 50% 10 1

10 =relagdo C:N 100/10; 20 = relacdo C:N 100/20;
1 =uréacomercia; 2 = tortade mamona comercial.

O plangamento edatistico foi utilizado na eaboracdo dos experimentos,
otimizando a varidve dependente (carbono removido), e determinando as variaves
influentes e as possivelsinteragles entre as respectivas variaveis.

As andlises de Hidrocarbonetos Totais do Petrdleo (HTP) foram feitas gpenas no

fina do processo de biorremediacdo para as melhores condices testadas e para os
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controles (ANM). Essas condigbes foram identificadas a partir dos resultados do
plangamento edtatistico e da andise propriamente dita, descortando os controles das
respectivas  condigdes bioestimuladas, ambos oriundos do monitoramento do CO;

produzido nos sistemas em microcosmoes.

3.5.3 TERCEIRA ETAPA: ENSAIOS EM BIORREATORES ESTATICOS

A tercdra etgpa do procedimento experimental consstiu no estudo dos
microorganismos biodegradadores de petréleo por meio da técnica NMP (nimero mais
provavel), priorizando a deteccéo de fungos filamentosos degradadores.

O objetivo desta fase foi avdiar a degradacdo do Oleo em um Sstema mais
“red” e em maiores proporcdes. Para ta, foram empregados biorreatores estéticos com
1,5 kg de solo contaminado com petrdleo (Figura 12), as condi¢Bes definidas como as

mais favoréveis para o processo de biorremediacdo no estdgio em microcosmos.

Figura 12. Ensaio utilizando biorreatores estéticos.

O teste foi redlizado em biorrestores estéticos de bancada, como descrito no item
3.5.1, referente a primeira etapa do trabaho, durante um periodo de oito semanas.

O expeaimento teve como meta esimar o possivel beneficio relacionado ao
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bicaumento fungico e a incorporacéo das fontes de nitrogénio, em conjunto ou néo, Nos
processos de biodegradacdo. As condices utilizadas, relativas a fonte de nitrogénio,
relacéo nutriciond e CRA foram aquel as determinadas nas etapas anteriores.

A adicdo de nutrientes foi executada conforme descricdo no item 3.5.2. Admitiu-
Se, nessa terceira etapa, que o teor de carbono presente no contaminante era de 85% da
concentracéo de hidrocarbonetos totais do petroleo.

A correcdo de nitrogénio foi feita utilizando a fonte de nitrogénio e reacéo
nutricional determinada na segunda etgpa do trabalho. A fonte de nitrogénio escolhida
foi a uréia na rdacdo C/N 100:10, que produziu maior remocdo de hidrocarbonetos
totais do petrdleo, pela andise de HTP. Além do bioestimulo com uréia, nedta tercera
etapa, foi incorporado um experimento empregando torta de mamona, na reacdo
100/20, para correcdo de nitrogénio, de um solo contaminado com 5% m/m de petréleo.
Embora essa condicdo ndo tenha apresentado resultados satifatdrios no teste em
microcosmos (segunda etgpa), foi mantida para estudar o comportamento microbiano
em umaescaamaior (biorreator estético).

A CRA tlizada também foi determinada no ensaio em microcosmos pela
andise de HTP.

O bicaumento foi redizado em dois momentos diferentes. na primeira semana
de tratamento, apGs um periodo de adaptacdo da microbiota nativa a adicdo do
contaminante, que ocorreu NO tempo zero; e na quinta semana, momento identificado
como promissor para adicdo do indculo, determinado na etgpa preliminar. O indculo
predominantemente fungico foi quantificado por plagueamento, nos dois mMomentos
digtintos (primeira e quinta semanas).

Em resumo, as condicdes definidas para o ensaio estéo apresentadas na Tabela 4:
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59

Descricdo do Teste
Concentracao ~ Adicdo de
do v Fonte de Rel_a(_;ao CRA Inéggulo
; . ~ .| Nutricional o
contaminante |Nitrogénio (C:N) (Yoviv) fangico
(%om/m) ’ (50%v/iv)
1 5 U 100:10 50
2 5 U 100:10 50 12 semana
3 5 U 100:10 50 52 semana
4 5 50 12 semana
5 5 50 5% semana
6 5 MB 100:20 75 5*samana
7 5 50
8 1 U 100:15 50 12 semana
9 1 U 100:15 50 52 semana
10 1 50

SC = solo contaminado; U= uréia; MB = mamonamarcaB

Nessa etgpa do trabaho, foram testados dois niveis de contaminagdo: 5 % m/m —
condigbes 17 — e 1% m/m de petrdleo — condicdes 8, 9 e 10. O objetivo foi avdiar a
influéncia de dois diferentes nivels de concentracdo do contaminante sobre apopulagéo
microbiana e o indculo predominantemente fungico, em especid.

Nas condicdes 1, 2, 3, 6, 8 e 9, 0 nitrogénio foi adicionado no inicio do
tratamento, sendo a fonte e a relagdo C/N correspondentes apresentadas na Tabela 4.
Quanto ao bicaumento, o mesmo foi efetuado na primeira semana para as condicoes 2, 4
e 8, e na quinta semana para as condigdes 3, 5, 6 e 9. Na condi¢do 1 foi feita apenas a
correcdo de nitrogénio com uréia, sem adicdo de inbéculo. JA na condicdo 6, em
particular, foi utilizada atorta de mamona, como fonte de nitrogénio, com relacéo C/N e
CRA diferentes das adotadas para uréia.

As condicles 4 e 5 ndo tiveram correcdo de nitrogénio. Foi usada a relacéo

nutricional natura do solo contaminado C:N igua a 100: 843. Em ambas as condigoes,
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foi redlizado o biocaumento, porém, em momentos digtintos, como ja mencionado.

Por fim, as condicbes 7 e 10, contendo 5 e 1% m/m de petrdleo,
respectivamente, representaram 0 processo de atenuagcdo naturad do solo contaminado.
O Unico gude redizado foi a correcdo da CRA, adequacéo efetivada em todas as
bandgjas.

O ensaio foi acompanhado por meio de amostragens no tempo zero e, a cada
duas semanas, aé o find do processo de biodegradacdo. Para obter amostras mais
representativas, foram retiradas porgdes de solo, de diferentes pontos de cada bandeja,
para compor cada uma das amostras, obtidas em duplicata As andlises redizadas, a
seguir, foram a contagem de microorganismos degradadores de 6leo por NMP (nimero
mais provavel), efetuadas a cada duas semanas, e HTP (Hidrocarbonetos Totais do

Petréleo) feitas no inicio e no find do tratamento.

354 QUARTA ETAPA: ENSAIOS DE ECOTOXICIDADE AGUDA

A avdiacéo da qudidade do solo contaminado foi redizada utilizando testes
de toxicidade com oligoquetas da espécie Eisenia andrei (Minhoca Vermeha da
Cdifornia). O objetivo maor dessa etgpa era avdiar o impacto toxicologico das
diferentes concentractes de petroleo no solo (1 e 5% m/m), dém do comportamento das
fontes de nitrogénio, empregadas no tratamento biolGgico do sistema contaminado,
sobre 0s organismos terrestres.

O tedte de ecotoxicidade foi redlizado para condigbes com diferentes niveis de
contaminagdo — 5 e 1% m/m de petréleo (lotes 2 e 4), conforme mostra a Tabela 5.

Esses dois niveis de concentracdo de 6leo cru foram empregados, unicamente, nas
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amodiras de solo da terceira etapa do trabaho. Isso va nos fornecer o impacto do
petrdleo sobre a qualidade do solo e seus organismos.

O outro parametro avdiado foi a adicdo das duas fontes de nitrogénio — uréia e
torta de mamona (lotes 3 € 5) — nas amostras de solo contaminado no inicio do processo
de biodegradacdo. O objetivo foi avaliar se as edtratégias adotadas para promover a
degradacdo do petréleo — no inicio do processo biolégico — eram mas agressivas a

quaidade do solo do que o proprio contaminante.

Tabela 5. Descricdo das amodtras Utilizadas na avadiacd da quaidade do solo por

ensaios de ecotoxicidade.

LOTES Concentracéo do contaminante Fonte de Relacdo
no solo (% m/m) Nitrogénio nutricional (C:N)
1 — ——- —
2 5
3 5 U 100:10
4 1
5 5 MB 100:20
Solo
Artificd

U = uréia; MB = tortade mamona marca B

A execugdo dos ensaios e iniciou com a cultura dos organismos-teste. Na
cultura, as minhocas foram separadas por idade (jovens — até 150 mg, sub-adultas —
entre 150 e 300 mg; e adultas — acima de 300 mg) e mantidas em bandgjas plagticas,
com gproximadamente 10.000 cnT de esterco curtido. A quantidade de minhocas por
bandeja variou de acordo com o volume desta e com 0 peso das minhocas, N0 maximo
300 g, ou sga, 0,03 g de minhocas/cnt. As minhocas foram depositadas na superficie

da cama de esterco e deixadas paa escavar. As culturas foram mantidas no
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LECOMIN/CETEM, com temperatura variando de 22 + 2°C, pH proximo de 7,

umidade entre 60- 70 % e iluminacdo constante (RAMOS et al., 2007).

O teste de ecotoxicidade foi redlizado de acordo com as recomendagOes da
ASTM (2004). Para td, foram utilizadas as amodras de solo contaminadas e um solo
controle, artificid ou de referéncia, ndo contaminado.

Para 0 ensaio, 0 solo foi preparado em lotes de 600g, quantidade necessaria para
as triplicatas. ApGs o0 preparo do lote, uma aiquota do solo foi retirada para andise da
umidade e do pH. A umidade foi corrigida com adicdo de &gua destilada até a umidade

de 45% e o pH gustado com carbonato de célcio (CaCO,) até a neutralidade (RAMOS

et al., 2007).

Paa o controle, foi utilizado solo atificid modificado de OECD (1984),
composto por 70% de areia, 20% de caulim e 10% de pO de casca de coco (em
subgtituicéo aturfa de musgo Sphagnum).

As réplicas foram cobertas com papd filme perfurado e colocadas na sda de
teste, didribuidas de modo deatdrio, nas mesmas condicdes da sda de cultura
(temperatura de 22 + 2 °C e iluminacdo congtante) por 24 h, para equilibrio. Para cada
réplica, utilizowse 10 minhocas adultas que, depois de lavadas e secas, foram
acondicionadas em recipientes, para purgar o contetido intestina, durante 24 h. Esse
procedimento foi utilizado porque a perda da biomassa é usada como um dos
parametros a ser avdiado (RAMOS et al., 2007).

Ao término das 24 h, as minhocas foram novamente lavadas, secas e pesadas em
grupos, contendo 10 individuos cada, e inseridas mo recipiente-teste, conforme mostra a

Figura 13.
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Figura 13. Inclusdo das minhocas nas réplicas e disposi¢do dos lotes no teste.

Durante os 14 dias do ensaio, as minhocas foram mantidas sem aimentacdo. Ao
find dos 14 dias as minhocas foram retiradas do recipiente-teste e colocadas
novamente para purgar o contetido intestinal, durante 24 h, sendo novamente pesadas.

De acordo com RAMOS et al. (2007), o teste sO pode ser aceito se a mortaidade

no controle for inferior a 10%.

3.6 METODOS ANALITICOS DE MONITORAMENTO DOS ENSAIOS DE

BIODEGRADACAO

As metodologias anditicas utilizadas no acompanhamento dos testes de

biodegradacdo sfo apresentadas a seguir.

3.6.1 DEGRADACAO DO CONTAMINANTE

a) Quantificagdo do Gés Carbbnico Gerado
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O monitoramento da biodegradacdo foi feito mediante a dosagem de gés
carbonico (CO.), em cromatdgrafo a gas (CG), com detector de condutividade térmica
(TCD). O CO; gerado é produto do metabolismo celular da propria microbiota nativa. O
gas foi confinado em frasco kitassto de 250 mL, contendo as amostras de solo
contaminado, conforme descrito em 3.5.2. O CO; foi coletado da atmosfera interna do
recipiente ("headspace"), com auxilio de uma seringa de 500 pL. O aparelho empregado
nesta determinacéo foi o cromatografo HP5890 série 11, nas condigdes operacionals.

Vazdo do gés de aragte (He): 17,5 mL/min

Vazéo do gés de referéncia (He): 29,0 mL/min

Temperatura do detector: 220°C

Temperatura do forno: 105°C

Temperatura do injetor: 160°C

Coluna de aco inox (3m/3mm) recheada com Chromosorb 102

b) Andise do Teor de Oleos e Graxas (OG)

Amostras de 2 g de solo seco contaminado (exposto a temperatura de 60°C por
16 h) foran extraidas em ultrassom, utilizando n-hexano como solvente, conforme
descrito no método 1T2003-001-00, registrado na biblioteca do CETEM. O extrato
organico obtido foi primeiramente concentrado em rotaevaporador aé cerca de 10 mL
€, em seguida, levado a secura em concentrador de amostras com purga de nitrogénio. O

teor de Oleos e graxas foi determinado por gravimetria
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¢) Andlise da Concentracéo de Hidrocarbonetos Totais de Petrdleo (HTP)

As andises de hidrocarbonetos totais de petrleo (HTP) e HTP Fingerprint
foram redizadas pela Analytical Solution por cromatografia gasosa acoplada ao detector

de ionizacdo de chamas (DIC), conforme o méodo USEPA 8015B.

3.6.2 QUANTIFICACAO DOS MICROORGANISMOS

a) Heterotroficos Totals

Paa quantificacdo de microrganismos heterotroficos  totais,  diquotas
previamente diluidas com solucéo sdina, 0,9 % (m/v) de NaCl, foram plagueadas pda
técnica em superficie, em meio agar soja triptona (TSA) Sdlido e em agar Saboraud,
acrescido de cloranfenicol, para a quantificacdo de heterotroficos totas e fungos
filamertosos, respectivamente. As placas foram incubadas a 30°C até o aparecimento de
colbnias caracteriticas para a redizacdo da contagem do numero de unidades

formadoras de col6nias por grama de solo (UFC/g solo).

b) Microorganismos Degradadores

A contagem dos microorganismos degradadores de petréleo foi redizada pelo
meétodo de nimero mais provavel (NMP), utilizando trés réplicas, em placas de cultura
de cédulas, empregando 0 meio minera liquido, acrescido de dleo cru, como Unica fonte

de carbono. A andlise de degradacdo foi feita na presenca e auséncia de antibidtico



66
(cloranfenical). A adicdo de cloranfenicol (0,1 g/l de solucéo) visou privilegiar a
predominancia dos fungos degradadores de hidrocarbonetos, presentes no solo
contaminado.

As placas para determinacdo do NMP foram incubadas a 30°C por sete dias.
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CAPI TULO 4: Resultados e Discussao
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4.1CARACTERIZACAO PARCIAL DO SOLO

Na Tabela 6, sfo apresentados os resultados da caracterizacdo quimica do solo

nordestino, utilizado na presente dissertaco.

Tabela 6. Rotina de Fertilidade, Teor de Nitrogénio Total e determinacdo da CRA no

so0lo virgem
Rotina de Fertilidade sV
Na* 0,043
Ca* 27,8
Mg®* 21,0
K (cmoly/dnt®) | 0,03
(H+APFH? 10,0
AP* 0,00
s° 48,87
T¢ 58,87
VP (%) 83
pH H,O 1:25 5,6
Coro (%) 6,12
CRA 34
N (gko) 8,75

SV=solo virgen; Cyg = carbono orgénico

Segundo ALEXANDER (1999), os nutrientes essencials ao crescimento celular,
adém do carbono, s o nitrogénio e o fésforo. Logo, se o ambiente ndo contiver formas
utilizaveis destes dementos ou £ a quantidede destes for insuficiente, haverda a
necessdade de adicionar fontes exdgenas. Gerdmente, em ambientes contaminados por
hidrocarbonetos, estes nutrientes se encontram em quantidades inadequadas para o

crescimento Gtimo microbiano, tendo em visa o aumento da quantidade de carbono

AH"+ AI** = acidez trocavel

B S= soma de cétions trocéveis

€ T = capacidade de troca de cétions
Pv= porcentagem de saturagdo de bases
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disponivel para degradacéo, ocasionado pela presenca do contaminante.

Sendo assm, com o auxilio da Tabda 6, foi possivd encontrar a relacéo
carbono-nitrogénio natura do solo (100:14,29), a patir do conteldo de carbono
organico presente no solo. Vae ressdtar que a quantidade de matéria organica presente
no solo (em torno de 11%) pode incentivar a microbiota ao seu consumo preferencid.

Porém, ao adicionarmos o0 petrdleo, ocorreu um acréscimo na quantidade de
carbono tota presente no sstema. Dessa forma, foram caculadas as relagbes naturais
carbono-nitrogénio presentes nas amostras de solo contaminado com 1 e 5% m/m,

conforme mostraa Tabda 7.

Tabela 7. Relacdo natural C:N para as amostras de solo virgem e contaminado.

Amostras Reéacédo C:N natural
Solo néo contaminado 100: 14,29
Solo 1% m/m petrdleo 100:12,55
Solo 5% m/m petréleo 100:8,43

As relaces apresentadas na Tabela 7 serviram como base para os caculos de
correcdo de nitrogénio nas amostras estudadas.

Vde lembrar que a correcdo nutricional do solo foi redizada unicamente pea
adicdo de nitrogénio, como citado no item 3.5.2.

As CRA'’s obtidas para 0s solos contaminados com 1% e 5% m/m de petroleo

foram equivadentes a 32,5% e 28% .



70

4.2 COMPOSICAO QUIMICA DASFONTES DE NITROGENIO

Na Tabela 8, et especificados os teores totais de nitrogénio, fasforo e potassio

(NPK) das amostras de uréia e de mamona, empregadas no tratamento do solo estudado

neste trabal ho.
Tabela 8. Composicao Quimicada Uréa e daMamona
TEORES Uréia(g/kg) Tortade Mamona A Tortade MamonaB

TOTAIS (9kg) (9kg)
N 376,8 14,18 25,45
P,O5 0,3 13,7 10,8

P 0,1 6,0 4,7
K20 3,3 19,8 13,2

K 2,8 16,5 11,0
Ca 1,75 27,68 27,96

Mg 0,4 44 3,8

A=marcaA; B =marcaB

De acordo com a composi¢io quimica das fontes de nitrogénio, foi consderado

um teor de 1,5 a 2,5% (m/m) nas tortas de mamona utilizadas (marcas A e B) e de 38%

(m/m) nauréa, conforme gpresentado na Tabela 8.

Vale ressdtar que, apesar de ndo ter havido a correcéo intencional das amostras

de solo com fésforo e potésso, agquelas que foram tratadas, especialmente, com torta de
mamong, tiveram um acréstimo  expressvo ha sua proporcdo  (Tabela 8).
Diferentemente, as amodiras de solo tratadas com uréia ndo sofreram uma influéncia téo
ggnificativa, por conta da quantidade reduzida desses eementos na composicdo da
mesma.

Dentre os parametros andisados na rotina de fertilidade da torta de mamona

(Tabela 1A em Anexo A), destacamse os valores obtidos para carbono orgénico (em



71
torno de 15%).

Fontes de nitrogénio, ricass em matéria organica (aproximadamente 25%),
gerdmente, tendem a promover a preferéncia assmilativa da microbiota, em detrimento
do petréleo, no processo de biodegradacdo. 1sso € devido ao fato da microbiota nativa
escolher, quando possivel, fontes de energia mais facilmente metabolizaveis. No caso da
adicdo da torta de mamona, ha, também, a probabilidade da degradacéo preferencia do

nutriente, inviabilizando o processo de biorremediacéo.

4.3 TESTES DE BIODEGRADACAO

O principio da biorremediacdo se basdia na utilizacdo de populacBes microbianas
gue possuam a capacidade de modificar ou decompor determinados poluentes. Pode-se
utilizar a acdo elou adicdo de microorganismos indigenas, assm como, a adicdo de
microorganismos provenientes de outros sSitios ou etirpes geneticamente  modificadas.
A principd finaidade € obter nivels de degradacdo até o limite de deteccdo do poluente
ou abaixo dos vaores aceitéveis ou estabelecidos pelas agéncias reguladoras. (PRINCE
et al., 1993; CUNHA e LEITE, 2000; LANGWALDT & PUHAKKA, 2000).

A patir desse pressuposto, quatro etapas sequenciais de trabalho experimenta
foram conduzidas para obtencdo de niveis expressivos de degradacdo do contaminante

presente no solo, objeto de estudo.
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431 PRIMEIRA ETAPA: ENSAIO PRELIMINAR PARA REALIZACAO DO

BIOAUMENTO

O ensao prdiminar condstiu em um processo de aenuacdo naturd monitorada
de um solo contaminado com 5% m/m de petréleo. O principa objetivo, nesta fase, era
a determinacdo de um momento idedl para adicdo de um indculo predominantemente
fungico. Assm, o bicaumento — procedimento a ser redizado na Ultima etgpa do
trabadho experimentd — seria redizado na semana em que houvesse maior gparecimento
da microbiota nativa fungica e decréscimo dos heterotréficos totais. A sugestdo da
introducdo de um consdrcio fungico em um segundo momento, diferente da primera
semang, teve como finalidade fortalecer a populacéo fungica adaptada ao derramamento
de petroleo intenciona e ja presente no solo, a fim de promover uma maior degradacéo
do contaminante.

Para iso, foi feito um acompanhamento das unidades formadoras de coldnias
(UFC) dos fungos filamentosos e dos microorganismos heterotréficos totais nas
amostras com solo contaminado e CRA’sde 50, 75e90% .

Um controle abidtico contendo solo contaminado com 5% m/m de petrdleo e
75% da CRA, mas 2% de azida de sodio, foi utilizado. O objetivo do controle era
avdiar a posshilidade de perdas de hidrocarbonetos totais presentes no petroleo por
volatilizagdo e, dessa forma, condatar se a redugdo do contaminante no find do
processo s devia, unicamente, a acdo microbiana.  Infdizmente, o controle com o
biocida ndo se mogtrou funciond, visto que, 0 monitoramento microbiano apresentou
nimeros de UFC's equivaentes ao dos sistemas contaminados. 1sso pode ser explicado

peo fato da bandga ser um sSgema abeto e posshilitar a contaminacdo pelos
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microorganismos  presentes  no  laboratdrio.  Assm, o controle abidtico foi
desconsiderado, nessa etgpa, e 0s processos de ANM foram eeitos como sstemas
controles para as etapas seguintes.

As Figuras 14 e 15 gpresentam 0 numero de UFC para fungos filamentosos e
heterotréficos totais, respectivamente, no solo contaminado com 5% m/m de petroleo,

nas trés CRA’ s testadas — 50, 75 e 90%, ao longo de dez semanas de tratamento.

1 B Solo 50% CRA
OSolo 75% CRA
OSolo 90% CRA

1 3 3 7 5

Semanas

Figura 14. Contagem de colonias de fungos filamentosos em solo contaminado com 5%

m/m de petroleo.

UFC (x107

B Solo 50% CRA
i OSolo 75% CRA
OSolo 90% CRA

1 3 ] 7 ]

Semanas

Figura 15. Contagem de col6nias de microorganismos heterotréficos totais em solo

contaminado com 5% m/m de petroleo.
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Com auxilio dos gréficos anteriores, foi possive notar que, na quinta e sexta
semanas do experimento, houve um aumento na populacdo fungica (Figura 14) e um
decréscimo no nimero de microorganismos  heterotréficos  totais  (Figura  15),
possvelmente, ocasonado pela competicdo fungos-bactérias. 1ss0 nos permite sugerir a
quinta semana como 0 momento adequado para execucdo de uma inoculagcdo fungica no

solo, naterceira etapa do trabal ho.

Outro ponto importante a ser destacado, conforme mostram as Figuras 14 e 15, €
0 decréscimo abrupto da microbiota presente no solo, especidmente dos fungos, a partir
da s&ima semana de experimento. 1ss0 se deve, possvemente, a competicdo fungos
bactérias, visto que ocorreu uma estabilizacdo da populacdo de heterotréficos totals, a
patir também da s@ima semana, mesmo com uma diminuicdo dgnificativa da

populacéo fungica.

Outro parametro avdiado para as fases seguintes foi a CRA, pois, buscava-se
aguela que propiciasse um maor crescimento microbiano. Foram sdecionadas as
CRA’'s de 50% e 75%, por promoverem O aumento da microbiota flngica,
especidmente, na quinta e sexta semanas. Embora, as contagens obtidas para o solo
contaminado com petrdleo e 90% da CRA tenham sdo sgnificativas, levou-se em conta
0 consumo de um menor volume de &gua e, consequentemente, menor geracdo de

residuo.

Deve-s= ressdtar que os resultados, nesse ensaio preliminar, criam apenas uma
expectativa, sem nenhuma vdidade edtatitica. Sabemos que os erros associados as

técnicas de plagueamento e de NMP s2o significativos.

Foi redizada, também, uma quantificacdo do teor de dleos e graxas paa
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verificacdo do nivel de degradacdo do dleo cru durante oprocesso de atenuacéo natura
monitorada (ANM). A Figura 16 mostra o resultado do teor de OG durante as dez

semanas de teste.

%0G

N e N S

23

T T T T T
1° semana  3%semana  5%semana  7°semana 9%senana

Figura 16. Teor de Oleos e graxas das amostras de solo contaminado com 5% m/m de
petroleo e 50, 75 e 90% da CRA.

A Figura 16 mostra que ndo houve uma diminuicdo significativa do teor de dleos
e graxas no decorrer das dez semanas, 0 que implica em duas possbilidedes. os
microorganismos utilizaram outra fonte de carbono, mais assmilavd que o dleo cru,
como fonte de energia — provavelmente, a propria matéria organica do solo — ou o

limite de deteccéo da técnica ndo permitiu gpurar um nivel de degradaco téo baixo.

Cabe ressdtar, também, que o processo de atenuacdo natura de poluentes
organicos requer um longo tempo de tratamento para 0 solo contaminado. MOURA et
al. (2006) redizaram um teste de smulagdo do processo de aenuacdo natura em
microcosmos expostos a variaches climaticas. Durante o0 ensaio, foi redizado o

acompanhamento da concentracdo de microorganismos no solo, bem como, do teor de
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Oleos e graxas. Ao find dos primeiros 105 dias de ensaio, foi observada uma queda de
cerca de 15% no vaor de OG para o solo contaminado com 5% de dleo, indicando uma

baixa remoc&o do poluente.

Isso leva a pensar que, para a obtencdo de resultados satisfatérios, na presenca
de uma fonte de carbono facilmente assimilavel, se faz necessiia a aplicacdo de outras
técnicas  auxiliaes — como  bicaumento €ou biocestimulo — para promover uma
degradecd0 mais dgnificativa do contaminante. Assm, na fase seguinte, foram
avdiadas, principdmente, a contribuicdo das fontes de nitrogénio e suas respectivas

concentragdes nos testes de biodegradacdo de dleo cru, em microescala.

4.3.2 SEGUNDA ETAPA: EXPERIMENTOS EM MICROCOSMOS

Os ensaios de biodegradacdo em microcosmos buscaram estabelecer as melhores
condices a serem empregadas nos experimentos posteriores (terceira etapa): a fonte e a
relacdo nutricional adequadas e a CRA mais favoravel para otimizacdo do processo de
biorremediacéo de um solo contaminado com 5% m/m de petréleo.

Dessa forma, as fontes de nitrogénio empregadas foram a uréa comerciad (U) e a
torta de mamona comercid marca A (MA). As amostras sem corregdo de nitrogénio
foram inseridas com o intuito de investigar o red beneficio do bioestimulo. Para fins de
quantificacd do gés carbbnico, proveniente da respiracdo microbiana e ndo da
degradacdo do Oleo, foram dosadas amostras de solo sem contaminacdo, como
controles.

As duas relacbes nutricionais empregadas foram C:N 100:10 e 100:20. A

excolha das relagbes foi baseada, principamente, nos resultados descritos em
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OLIVEIRA e LEMOS (2005) que utilizaram uréa como fonte de nitrogénio, nas
proporgdes suprecitadas. A escolha da mamona, como nutriente, se baseia no fato da
torta ser um subproduto da extragdo do 6leo, sendo o Ultimo destinado a producéo do
biodiesd (MELO, 2008). Dessa forma, a utilizacdo de um residuo agroindustrid — a
torta de mamona — como insumo na tecnologia de biorremediacdo, torna-se arativa pelo
regproveitamento do mesmo.

As CRA’s utilizadas nessa fase foram determinadas no ensaio preliminar por
meio do monitoramento da microbiota nativa. Dentre as trés CRAS estudadas na fase de
ANM, apenas 50% e 75% foram selecionadas por favorecer um maior nimero de UFC
de microorganismos presentes no solo contaminado, especidmente na quinta semana,
momento chave na fase anterior.

Os resultados obtidos para 0 primeiro teste de biodegradacéo em microcosmos,
utilizando uréa e torta de mamona como fontes de nitrogénio, sSo mostrados nos

gréficos das Figuras 17 e 18.
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Figura 17. Teste de biodegradacéo de solo contaminado com 5% de petrdleo, utilizando
uréa (U) como nutriente: condigdes 1-12

(Condiggo 1: SCU 100/10 50%CRA; Condiggo 2: SCU 100/10 75%CRA; Condiggo 3: SCU 100/20
50%CRA; Condigio 4: SCU 100/ 20 75%CRA; Condigo 5: SV 50%CRA; Condigio 6: SV 75%CRA,
Condicdo 7: SC 50%CRA; Condigo 8: SC 75%CRA; Condi¢cdo 9: SVU 100/10 50%CRA; Condicdo 10:
SVU 100/10 75%CRA; Condigio 11: SCU 100/20 50%CRA; Condigio 12: SVU 100/20 75%CRA)
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Figura 18. Teste de biodegradacdo de solo contaminado com 5% de petrdleo, utilizando
torta de mamona (MA) como nutriente: condigdes 13-24

(Condiggo 13: SCMA 100/10 50%CRA; Condicdo 14: SCMA 100/10 75%CRA; Condigio 15: SCMA 100/20
50%CRA; Condigio 16: SCMA 100/20 75%CRA; Condigso 17: SV 50%CRA; Condigio 18: SV 75%CRA;

Condigéo 19: SC 50%CRA; Condi¢do 20: SC 75%CRA; Condicdo 21: SVMA 100/10 50%CRA; Condi¢do 22:
SVMA 100/10 75%CRA; Condicdo 23: SVMA 100/20 50%CRA; Condig¢do 24: SYMA 100/20 75%CRA)
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E importante ressaltar que as amostras bioestimuladas s apenas as condigdes
1-4 (uréiad) e 13-16 (torta de mamona). As outras condigdes testadas foram utilizadas
gpenas para avaiamos a red €ficiéncia do processo de bhioestimulo na remediacéo do
s0lo contaminado.

A partir dos resultados apresentados, foi feita uma comparagdo entre as
condigdes que empregavam fonte de nitrogénio — condicBes 14 (uréia) e 13-16 (torta
de mamona) — e as amosiras que continham apenas solo contaminado, representando o
processo de atenuacdo naturd monitorada (ANM), conforme mostram as Figuras 19 e

20, respectivamente.

20000

15000

——Condigéo 7|
—#-Condigdo 8
Condigéo 1
Condigéo 2

/‘/A/-‘—/_/H‘M
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Figura 19. Teste de biodegradacéo de solo contaminado com 5% de petrdleo, utilizando
uréia Condigbes 1, 2, 3,4, 7e8.

(Condigéo 1: SCU 100/10 50%CRA; Condicdo 2: £U 100/10 75%CRA; Condigéo 3: SCU 100/20 50%CRA,;
Condig&o 4: SCU 100/10 75%CRA; Condicéo 7: SC 50%CRA; Condicéo 8: SC 75%CRA)
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Figura 20. Teste de biodegradacéo de solo contaminado com 5% de petrdleo, utilizando

mamona: Condicdes 13, 14, 15, 16, 19 e 20.
(Condiggo 13: SCMA 100/10 50%CRA; Condicio 14: SCMA 100/10 75%CRA; Condigdo 15: SCMA 100/20
509%CRA; Condigdo 16: SCMA 100/20 75%CRA ; Condig&o 19: SC 50%CRA; Condig&o 20: SC 75%CRA)

Andisando as Figuras 19 e 20, pode-se observar que as condigbes empregando
tanto uréia, como torta de mamona, nas duas relagtes testadas — condicdes 1-4 e 13-16,
respectivamente, — produziram uma maior evolucdo de gés carbbnico do que as
condigbes de atenuacd natura. Esse é um dado interessante, pois sugere que as
amodtras bioestimuladas, com ambas as fontes e as concentragbes de nitrogénio
aplicadas, gpresentaram uma maior taxa de biodegradacdo em relaco as amostras sem
nutrientes adicionais. Vae também sdientar que, nas figuras supracitadas, observa-se
uma producdo de gés carbbnico quatro vezes maior, no minimo, para as amosras
corrigidas com mamona do que paa aguelas contendo urda Assm, numa andise
inicia, 0 emprego da torta da mamona, como nutriente no processo de biorremediacéo,
destaca-se como 0 mas eficiente, até o presente momento.

A fim de = redizar uma andise mais gourada obre a red influéncia das
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diferentes fatores (fonte de nitrogénio, relacéo nutriciond e umidade), empregados no
processo de biodegradacao, foi realizado um plangamento estatistico.

Ferramentas edtatigticas, como 0 plangamento experimenta, tém sdo cada vez
mais utilizadas em pesquisas envolvendo processos de biorremediacéo do petroleo.

OLIVEIRA e MILLIOLI (2005) utilizaram um plangamento fatorid completo
para avaiar o percentua de biodegradacdo do déleo cru em solo contaminado com 5%
m/m de petrdleo. Para este fim, foram verificadas as adigbes de nitrogénio, sob a forma
de nitrato de amoénio (NHsNO3), nas relacbes C:N 100:10 e 100:5; de fésforo, sob a
forma de fodfato monobésico de potassio (KH2PO,), nas relagdes C:P 100:2 e 100:1; e
umidade, em 50 e 90% da CRA.

MOLINA-BARAHONA et al. (2004) avdiaam os efetos de adicdo de
nutrientes e de residuos comuns, oriundos da colheita, na biodegradacdo de
hidrocarbonetos em solos contaminados com diesd. Foi feito um plangamento fatorid
fracionado para avaliar os efeitos da relacdo de C:N (100:10 ou 100:30), teor de
umidade (20% ou 30% m/m), concentracéo de residuos de colheita (2% ou 3% m/m) e
tipo de residuo (milho ou cana-de-acUcar) naremocdo de diesd.

Deste modo, no presente trabaho, as amodtras adicionadas de uréia (1-4) e torta
de mamona (13-16) foram correlacionadas por meio de um plangamento experimentd,
utilizando o software comercid Satistica 7.0, conforme descrito no item 3.52 de
Materiais e Méodos. Assm sendo, empregou-se um plangamento fatorid completo
com trés fatores e dois niveis, no qua foram analisados os seguintes fatores. a fonte de
nitrogénio (uréa e mamona), a concentracdo do nutriente (10 e 20, que indicam,
respectivamente, relagdbes C:N 100:10 e 100:20) e a CRA (50 e 75%). Nese

plangamento, a variavel de respodta foi 0 resultado do carbono removido (ug), no find
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do tede, e cadculado a partir do gés carbbénico obtido na andise de cromatografia

gasosa, redizada nos testes em microcosmos. A matriz do plangamento fatorid

completo (2%), gerada pelo software, é apresentada na Tabela 9.

Tabela 9. Matriz do plangiamento fatoria completo (2°)

Plang amento: 2**(3-0)

| [Duplicata [CRA [Concentraggo |Fonte de Nitrogénio | Carbono removido (ug)

'1[ 1 [5o00] 1000 | 1,00 | 166976,10
2 1 [7500] 1000 | 1,00 | 209001,30
3] 1 5000 2000 | 1,00 | 160351,00
‘4 1 (7500 2000 | 1,00 | 146440,90
5] 1 [5000] 1000 | 2,00 | 613782,20
‘6] 1 7500 1000 | 2,00 | 751161,00
7] 1 [s000] 2000 | 2,00 | 820943,10
'8 1 7500 2000 | 2,00 | 828493,40
9| 2 [s000] 1000 | 1,00 | 188640,70
0/ 2 [7500] 1000 | 1,00 | 157676,10
11| 2 [5000 2000 | 1,00 | 149464,80
12/ 2 [7500] 2000 | 1,00 | 142535,40
13 2 [5000] 1000 | 2,00 | 653666,90
14/ 2 [7500] 1000 | 2,00 | 761728,70
15/ 2 [5000] 2000 | 2,00 | 795972,70
16/ 2 [7500 2000 | 2,00 | 838978,30

Concentragéo: 10 (C:N 100/10) e 20 (C:N 100:20); Fonte: 1 (uréia) e 2 (torta de mamona)

Os ensaios foram feitos com uma réplica e de forma aeatdria, respeitando os

principios bascos de um plangamento de experimentos. Fazer um experimento com

réplicas € muito importante por dois motivos. primeiro, permite a obtencdo do erro

experimental; segundo, se a média de uma amostra for usada para estimar o efeito de

um fator no experimento, a replicacdo permitira a obtencdo de uma edimativa mas

precisa desse fator. Além disso, os métodos edtatisticos requerem que as observacoes,
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ou o0s eros, sgan vaiaves deatdrias  didribuidas  independentemente. Os
experimentos, com suas réplicas, devem ser redizados de forma aeatoria, de modo a
garantir a digribuicdo equanime de todos os fatores ndo consderados (CALADO e
MONTGOMERY, 2003).

Sendo assim, nessa etapa, foi possive verificar a sgnificancia edtatidtica das
vaiavels independentes, ou fatores investigados (fonte de nitrogénio, concentracdo do
nutriente e CRA), num nivel de confianca de 95% (p<0,05). Examinando a Figura 21,
pode-se comparar 0s valores observados ou experimentais (pontos) da remocdo de
carbono e os vaores preditos ou obtidos pelo modelo (representados pela retd), gerados
pelo software. Considera-se que, quanto mais proximo os pontos (vaores observados)

estéo dareta (vaores preditos), melhor € o guste (TRINDADE, 2002).

Valores Observados x Valores Estimados
Planejamento 2**(3-0;

Variavel Dependente: Carbono removid
1E6 T T T T

Valores Estimados

2E5 ¢ o

1E5

0 1E5 2E5 3E5 4E5 555 6E5 7E5 8E5 9E5 1E6
Valores Observados

Figura 21. Rdacdo entre os vaores experimentais observados e os preditos pelo
plangamento fatorid completo 2%, avaiando os faores fonte de nitrogénio,

concentracao do nutrientee CRA.
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Andisando a Figura 21 e congderando a utilizacdo de um Sstema dtamente

heterogéneo, como o0 solo, aliado aos microorganismos presentes, pode-se afirmar que

houve um guste stisfatdrio (R°= 0,99692) dos valores experimentais com os valores
obtidos pelo modelo.

Seguindo critérios edtatisticos e de dgnificancia, foi gerado o diagrama de

Pareto (Figura 22) que exibe, de forma mas dmples e direta, os efeitos que

gpresentaram relevancia edtatistica.

Efeitos Padronizados do Pareto; Variavel: Carbono removido
Planejamento: 2**(3-0)

(3)Fonte | 53,05

Concentracao x Fonte | 7,02

4,26

(2)Concentragao [

CRA x Fonte | 3,42

(1)CRA} 3,20

CRA x Concentragéo [ -2,54

p=,05

Efeitos Padronizados Estimados (Valores Absolutos)

Figura 22. Gréfico de Pareto: visudizacdo dos efeitos eddigticamente relevantes para
0s resultados de carbono removido do plangamento fatorid completo 2°, avaiando os

fatores fonte de nitrogénio, concentracdo do nutriente e CRA.

Na Figura 22, os retangulos que se prolongam a direita da linha divisdria (p=
0,05) representam, smbolicamente, que 0s seus efeitos sG0 edtatisticamente relevantes.
Quer dizer que todos os fatores (fonte de nitrogénio, concentracdo do nutriente e CRA)

e respectivas interagies apresentaram relevancia edtatistica. E véido ressdtar que, o
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fator fonte de nitrogénio foi 0 que mais influenciou no processo de biorremediacéo,
guanto aos resultados de carbono removido.

A interacdo entre os fatores concentracdo x CRA, das fontes 1 (uréa) e 2

(mamona), ainda pode ser visudizada no grafico das médias, apresentado na Figura 23,

aseguir.
Grafico das Médias e Limite de Confianga (95,%)
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Figura 23. Gréfico das médias das interaches entre os fatores concentracdo x CRA das

fontes 1 (uréia) e 2 (mamona) obtido pelo plangjamento fatorial completo 2°.

A Figura 23 confirma o efeito de interagdo dos fatores CRA e concentracdo do
nutriente, principdmente para a fonte 1 (uréa), dado que as linhas nos diferentes niveis
se cruzaram. Vale ressdtar que a interacdo entre os fatores € menor para a fonte 2
(mamona) quando comparada a fonte 1 (uréi@). Também é possive avdiar peo gréfico
das médias, que a fonte 2 (mamona) apresentou os melhores resultados de remocéo de

carbono, principamente, nos niveis superiores de concentracéo (20) e CRA (75%).
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No plangamento fatorid completo (2%), redlizado por OLIVEIRA e MILLIOLI
(2005), mencionado anteriormente, a andise eddidica apontou como vaiavd mas
ggnificativa a adicdo de nitrogénio, observando-se que quanto maior a concentragéo de
nitrogénio, maior a biodegradacdo do dleo. Os fatores fosforo e umidade ndo foram
edatigicamente ggnificativos nas concentragbes andisadas. A partir do plangamento
experimental, outras relagbes nutricionals foram tedtadas para s determinar a
concentracao Gtima para o processo de biodegradacéo. Desse modo, a relacdo C:N:P
100:15:1 apresentou a maior porcentagem de biodegradacdo, sendo a mesma igua a
25,2%, apos 30 dias de teste.

PALA et al. (2006) redizaram um plangamento experimenta 2° para avdiar a
influéncia de trés varidveis (conteldo de nitrogénio, pH e a taxa de aeracéo) na
eficiéncia de remocéo do poluente, empregando biorreatores, por 30 dias. A corregdo do
nitrogénio e o guste do pH foram feitos pela adicdo de NHsN O3 e de solucéo de NaOH
0,IN, respectivamente. Dentre os fatores estudados, destacase como vaiavd mas
sgnificativa o conteldo de nitrogénio na remocdo do carbono organico. Porém, essa
vaiave afeta o processo de forma negaiva quanto maior o conteldo de nitrogénio,
menor a remogdo de carbono organico. No nosso estudo, a influéncia da concentracéo
de nitrogénio foi mas dgnificativa para a fonte 2 (torta de mamona) e o seu efeito no
processo foi postivo: quanto maior a concentracdo do contelido de nitrogénio, maior a
quantidade de carbono removido.

Sendo assm, o plangamento experimenta redizado no presente trabaho
gpontou a fonte de nitrogénio como faor mais influente, nos resultados de carbono
removido; dado importante para o teste da préxima etapa. Dentre os niveis empregados,

destacou-se a mamona (fonte 2), na relacdo nutricional C:N 100/20 (concentracdo 20) e
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75% da CRA. Porém, uma andise mas criteriosa, empregando os controles, esta
descrita a seguir para determinacdo das melhores condigdes empregadas.

Assm, uma questdo que deve ser condderada quando se rediza o bioestimulo,
em testes com monitoramento de gas carbdnico como indice de biodegradacdo, € a
origem do CO, gerado. Geramente, a populacdo microbiana utiliza como fonte de
energia 0s compostos mas smples e fadlmente degradavels. Isso implica na
possibilidade da biodegradacdo preferencial de outras fontes, que ndo o contaminante,
ou gpenas da fonte de nitrogénio adicionada, em detrimento do petrdleo. O resultado
disso é uma dta taxa de evolugdo de CO, nas amostras sem, contudo, promover a
biodegradacéo do petroleo.

Paa s redizaa um esudo sobre a origem do CO, produzido e
consequentemente, avaliar a ocorréncia da degradacdo do petrdleo, adguns parametros
foram condderados, como: a evolucdo de CO, devido a respiragdo microbiana e a0
consumo da fonte de nitrogénio. Dessa maneira, foram descontados do gés carbénico
gerado nas condigdes bioestimuladas 1-4 (uréia) e 13-16 (mamond): i) os controles
contendo SV — condic¢bes 5, 6 (controles do teste uréia), 17 e 18 (controles do teste
mamona) —, e ii) as amosras contendo SV com as respectivas fontes de nitrogénio
(condigBes 9, 10, 11e 12) — para as amostras com uréia — e condigdes 21, 22, 23 e 24 —
para as amostras com mamona.

Essa avdiacdo foi feita para invesigamos a red contribuicdo do nutriente na
biorremediacdo do petrdleo, uma vez que o mesmo (especificamente a mamona, por
conta da inser¢do de uma quantidede mais significativa, devido a menor porcentagem de
nitrogénio em sua composicdo) pode ter sido, preferencidmente, degradado frente ao

contaminante, 0 que ndo era a intencdo. Dessa maneira, foi possivel descontar a parcela
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de gas carbbnico produzido, que ndo era proveniente da biodegradacdo do dleo e, assm,
ter uma indicagdo dos ensaos com a maor remocdo de carbono proveniente,
principal mente, do petroleo.

Muitos estudos de biodegradacéo dos contaminantes organicos tém utilizado a
evolucdo de gés carbdnico como uma medicdo da atividade microbiana ou da
minegralizacdo. O gés produzido, contudo, pode ndo ser derivado somente dos
compostos sob avaliagdo. A degradacdo da matéria organica do solo pode também
contribuir na remogdo do carbono (ALEXANDER, 1999). Portanto, tratamentos de
controle convenientes devem ser incluidos para identificar cada fonte do CO, produzido
(KIM et al., 2005). Dessa forma, 0 emprego de controles é referenciado na literatura
como forma de minimizar os resultados provenientes de outras fontes de carbono,
presentes no sSstema, e assm, privilegiar 0 composto de interesse, N0 NOSSO caso, O
petroleo.

Os gréficos das Figuras 24 (testes com uréa) e 25 (testes com torta de mamona)

apresentam a producéo de gas carbdnico, ja descontado os controles mencionados.
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Figura 24. Testes utilizando uréa Condigdes 1-4 descontadas

(Condicdo 1 descontada: (1-9)-5; Condicdo 2 descontada: (2-10)-6; Condicdo 3 descontada: (3-11)-5;
Condic¢éo 4 descontada: (4-12)-6)

(Condigdo 1: SCU 100/10 50%CRA; Condicdo 2: SCU 100/10 75%CRA; Condi¢do 3: SCU 100/20
50%CRA; Condi¢do 4: SCU 100/ 20 75%CRA; Condicdo 5: SV 50%CRA; Condi¢do 6: SV 75%CRA;
Condigdo 9: SVU 100/10 50%CRA; Condi¢do 10: SVU 100/10 75%CRA; Condi¢do 11: SCU 100/20
50%CRA; Condi¢do 12: SVU 100/20 75%CRA)
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Figura 25. Testes utilizando torta de mamona: Condigoes 13-16 descontadas

(Condicdo 13 descontada: (13-21)-17; Condicdo 14 descontada: (14-22)-18; Condicdo 15 descontada:
(15-23)-17; Condigéo 16 descontada: (16-24)-18)

(CondigZo 13: SCMA 100/10 50%CRA; Condigio 14: SCMA 100/10 75%CRA; Condigo 15: SCMA 100/20
50%CRA; Condicio 16: SCMA 100/20 75%CRA; Condigio 17: SV 50%CRA; Condicio 18: SV 75%CRA;
Condicio 21: SVMA 100/10 50%CRA; Condicio 22: SYMA 100/10 75%CRA; Condicdo 23: SCMA 100/20
50%CRA; Condicso 24: SVMA 100/20 75%CRA)
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Andisando as Figuras 24 e 25, é possivdl notar a evolucdo de CO, negativa
proveniente de agumas amostras — condi¢cdo 4, contendo uréia 100:20 e 75% da CRA, e
condi¢des 14 e 16, ambas com 75% da CRA e mamona nas relagdes 100/10 e 100/20.
Isso é explicado pela evolucdo de CO, inexpressiva proveniente do petrédleo somado ao
erro inerente atécnica
Como condicbes promissoras na biodegradacd do solo contaminado, pelo
método da andlise de gas carbonico gerado, destacam-se as condigdes 1 e 15, ambas
com 50% de CRA, contendo, respectivamente, uréia 100/10 e mamona 100/20. A
Figura 26 exibe as condigdes 1 e 15, que se mostraram mais favoréveis diante de uma

andise mais criteriosa.
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Figura 26. CondicBes promissoras para a biodegradacéo de petrdleo nos testes em
microcosmos. 1 (uréia 100/10 com 50% de CRA) e 15 (mamona 100/20 com 50% de

CRA) descontadas-.

E Condicéo 1 descontada: (1-9)-5; Condicdo 15 descontada: (15-23)-17.
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A Figura 26 agponta que a condicao 15 favoreceu a maior remocéo de carbono,
durante todo o teste, quando comparada a condicdo 1. Portanto, a adicdo de mamona na
relacdo carbono-nitrogénio 100/20 e 50% da CRA se mostrou satisfatéria nos ensaios de
biodegradacéo do dleo cru, durante o teste em microcosmos.

Essa informacdo comprova que o0 plangamento edtatistico € uma ferramenta
vdida para avdiacdo das condigdes mais promissoras dos testes de hiorremediacéo,
mesmo sem condderar os frascos controles. 1sso pode ser comprovado, uma vez que a
fonte e a rdagdo deitas como mas promissoras foram as mesmas da andise com
subtracdo dos controles. Porém, é vaido ressatar a importancia de se utilizar frascos
controles para experimentos hidticos ja que as vaiaves influentes sdo diversas. No
Nnosso caso, 0 emprego das condicBes controles permitiu 0 abatimento da parcela de gés
carbonico produzido, que ndo era proveniente da biodegradacd do Oleo. Assm, os
resultados, com a subtracdo das condigbes controles, forneceram uma indicagdo dos
ensalos com as maiores taxas de remocdo de gés carbénico proveniente, principamente,
do petrdleo.

Porém, é importante salientar que, segundo OLIVEIRA e LEMOS (2005), o
monitoramento dos experimentos por meio da evolugdo de CO, é uma ferramenta
vdida, mas com limitagBes. Sabe-se que, nesse tipo de determinacdo € dosado apenas 0
gas carbbnico, como produto find do processo de minerdizacdo do petrdleo. Dessa
forma, a evolugdo do CO; ndo se conditui, necessariamente, no quadro red da
degradacdo, pois, exigem condigdes bioldgicas que ndo conduzem o contaminante até a
mineralizacdo completa. Por conta disso, 0s autores sugerem a determinacdo de HTP —
hidrocarbonetos totais do petrdleo — como a técnica anditica mais adequada no

acompanhamento dos processos de biorremediac@o, pois reflete uma Stuacdo mais red
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da degradacéo do contaminante presente nas amosiras.

TRINDADE et al. (2005) assumem que — como conseqiiéncia do metabolismo
aerébico dos microorganismos heterotréficos presentes no solo — se 2 mols de carbono
organico sBo consumidos (a partir do dleo intemperizado ou, mesmo, da matéria
organica natural do solo), 1 mol de carbono € empregado na geracéo de CO», e 0 outro
mol de carbono é incorporado na biomassa. Entéo, a quantificacdo por cromeatografia
gasosa representa somente 50% da biodegradacdo da matéria organica totd,
confirmando alimitacdo datécnica

Dessa forma, ao fina do processo biolégico, as condigbes 1 e 15, empregando
uréia e mamona, consideradas como mais promissoras para os testes de biodegradacéo,
foram as escolhidas para redizacdo da andise dos hidrocarbonetos totais do petroleo
(HTP). Para fins de comparacéo, também foi executada a andise de HTP dos
respectivos controles sem fonte de nitrogénio (ANM).

Para ese fim, foi avaliado o incremento da remocéo de hidrocarbonetos, ao find
do processo, nas condiches 1 e 15 (Tabela 10), contendo uréia e mamona,
respectivamente, em relacéo as condicBes 7 e 19 (sem fontes de nitrogénio), empregadas

como controles, representando o processo de atenuacado natural monitorada (ANM).

Tabela 10. Incremento na remocéo de HTP, no fina do processo, para as condicbes 1 e

15, em relacéo aos seus respectivos controles, sem fonte de nitrogénio.

Condicao | Condicao-Controle (ANM) | Incremento naremocgéo deHTP (%)

1 7 62,34

15 19 54,40
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Dessa forma, a condicdo 1 empregando uréa na relacdo C:N 100/10 e 50% da
CRA, modrou um incremento, aproximadamente, 15% maor na remocdo de
hidrocarbonetos totais do petrdleo em comparagdo a condicdo 15, com mamona ha
rdacdo C:N 100/20 e 50% da CRA. Isso reforca a limitacgo da técnica de determinacéo
de gés carbbnico, por cromatografia gasosa, como produto find do processo de
mineraizacdo do petroleo. Assm sendo, a determinacdo de HTP reflete uma sSituacdo
mais rea da degradacdo do contaminante presente nas amostras, como mencionado
anteriormente.

Por conseguinte, a condicdo empregando uréia, como fonte de nitrogénio, na

relacdo C:N 100/10 e 50% da CRA, foi selecionada para a proxima etapa.

4.3.3 TERCEIRA ETAPA: ENSAIOS EM BIORREATORES ESTATICOS

Os ensaios de biodegradac@o para solo contaminado com 5% m/m de petrdleo
(SC5%), em biorreatores edtéticos, buscaram avdiar a contribuicdo das seguintes
condigbes de tester 0 biaumento fdngico, redizado em dois momentos digintos, o
bioegtimulo, empregando a fonte de nitrogénio e a relacdo nutricionad determinada na
etgpa em microcosmos; e a associacao bioaumento-bioestimulo.

Além disso, foram testadas amostras contendo solo contaminado com 1% m/m
de petrdleo (SC1%). Para ensaios, foi empregada a uréia, a fonte de nitrogénio
determinada como a mais promissora para o teste de biodegradacdo do solo com 5%
m/m de dOleo cru, redizado na segunda etgpa do trabaho. Porém, foi utilizada uma
rdlacdo C:N intermedi&ia (100:15) as relagles testadas, visto que a relacdo natural do

solo contaminado com 1% m/m de petrdleo j& gpresentava uma rdacdo C:N natura
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igual a 100:1255, como ja mencionado no item 4.1. Sabe-se que uma amostra, com
menor concentracdo de contaminante, pode apresentar comportamento distinto daguele
observado numa condicdo com nivel maior de contaminagdo. Deste modo, foram
testadas trés condicBes (8, 9 e 10) empregando solo contaminado com 1% m/m de
petrdleo, utilizando as mesmas fonte e CRA empregadas para 0 solo com 5% de
contaminacdo. O objetivo era avadiar qua das concentragOes de contaminante presente
no solo, 1% ou 5% m/m, produziria uma maior remocdo efetiva de hidrocarbonetos
totais de petrdleo, frente ap uso de técnicas auxiliares de bicaumento fungico e
bioestimulo.

O bicaumento predominantemente fungico foi incorporado em dois momentos
digintos. Para as condicbes 2, 4 e 8, adicdo do inéculo foi redizada na primera
semana— | (12 SEM) —, enquanto que, para as condigdes 3, 5, 6 € 9, a mesma ocorreu
na quinta semana — | (5% SEM) —, momento identificado como promissor na primeira
etapa, devido a0 aumento da populacdo fungica e decréscimo dos heterotréficos totais.
Vde resdtar que, a adicdo do indculo foi redizada na primeira semana e ndo no inicio
do tratamento para as condigcbes suprecitadas. Isso foi feito para proporcionar um
periodo de adaptacBo da microbiota nativa ao contaminante e, assim, redizar,
concomitantemente, 0 bicaumento numa populagdo microbiana mais tolerante e
resistente ao petroleo — principa mente, no que tange aos fungos.

Dentre as fontes de nitrogénio estudadas na etapa anterior, a uréia, na relacéo
C:N 100/10 (U100/10), foi selecionada como nutriente para trés condicoes (1, 2 e 3); e
na relacdo C:N 100:15 (U100/15), para as condices 8 e 9. Vae lembrar que a escolha
da uréa se deve ao fato da maior remogéo de carbono no teste em microcosmos. Apesar

disso, foi testada a condicdo 6, empregando torta de mamona, na proporcdo C:N 100/20
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(MB100/20), como fonte de nitrogénio, para avaiar a contribuicdo desse nutriente, em
testes de biodegradacdo numa escala maior (biorreatores ed@ticos), associado ao
bioaumento predominantemente  fangico, por um tempo maor a0 Uutilizado em
MiCrocosMaos.

As CRA’'s empregadas também foram determinadas na etapa anterior, pea
quantificacdo do gés carbbnico produzido no estagio em microcosmos. As amodras de
solo contendo os dois niveis de contaminacdo (1 e 5% m/m de dleo cru), acrescidas de
uréia, como nutriente, foram umedecidas com 50% da CRA. Cabe lembrar que os
diferentes niveis das CRA’s, no plangamento edatistico redizado na segunda etapa,
ndo influenciaram tanto como a concentracd do nutriente na remocdo do carbono.
Portanto, na amogtra, contendo torta de mamona, foi empregada a CRA equivalente a
75%. Iso foi feito para avdiar 0 comportamento do processo de biodegradacéo, em
escda de bandga, para um solo contaminado contendo maior eividade de &gua A
esxcolha da adicdo de maior umidade para a amostra com mamona, se deve a
possibilidade da respectiva fonte de nitrogénio absorver parte da &gua preserte no
sistema contaminado, ja que a capacidade de retencdo de &gua da mesma (67,5%) néo
foi consderada

O indculo predominante fangico foi quantificado, pela técnica de plagueamento
em supeficie, utilizando meo especifico para fungos (agar sdboraud) com
cloranfenicol. A populacdo fungica, adicionada ao sistema contaminado, foi equivaente
a 1,33 x 10° UFC/g solo, na primera semana, e 1,40 x 10° UFC/g solo, na quinta
semana.

O tamanho do inoculo adicionado nas amodtras esta inferior a0 descrito na

literatura.  TRINDADE (2002) avdiou o mehor tamanho de inéculo para a
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biodegradacéo do dleo cru no solo ja contaminado. Para isso, e utilizou um indculo de
10° UFC/g solo e outro de 108 UFC/g olo, a fim de se verificar a influéncia de um
inbculo, com duas ordens de grandeza superior a quantidade de microorganismos ja
presentes no solo (10° UFC/g s0lo).A condicdo mais favoravel & degradacio foi aguela
com o inéculo de microorganismos degradadores de 10 UFC/g solo. Em outro trabalho,
TRINDADE et al. (2005) adicionaram as amostras de solo, um indculo equivaente a
108 UFC/g solo. O consdrcio microbiano era congtituido por duas linhagens de
microorganismos degradadores de Oleo cru, previamente isolados a partir de um solo
contaminado com ¢l eo.

ATAGANA et al. (2005) avdiaram a eficiéncia de fungos indigenas do solo na
remocdo de hidrocarbonetos poliaroméaticos (HPAS) a partir de um solo contaminado
com creosoto. Foram empregados cinco géneros diferentes de fungos, em 18
tratamentos com duplicata, por 70 dias. A utilizacdo das populagbes fungicas
consorciadas foi mais efetiva (94,1% nos tratamentos com correcdo de nutrientes) na
remocao do creosoto, do que 0 uso dos géneros individuais, com um maximo de 88% na
remocdo dos poluentes. Segundo os autores, a reducéo de aeosoto obtida foi maior do
gue a observada em experimentos anteriores, usando um consorcio de microorganismos,
principdmente bactérias, no mesmo solo contaminado. 1sso comprova a eficiéncia da
adicdo do inéculo fungico, no processo de hiorremediacdo, principamente, quando os
compostos-alvo sdo fragBes recdcitrantes, como é o caso dos hidrocarbonetos
poliarométicos.

O ensso de biodegradacdo foi monitorado pea quantificacdo dos
microorganismos degradadores (heterotréficos totais e fungos), por meio da &cnica de

nimero mais provavel (NMP), utilizando placas de polietileno. A Figura 27 mostra duas
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placas de palietileno, utilizadas para andise de microorganismos degradadores referente
a condicdo 6 (solo contaminado com 5% m/m de petrdleo contendo mamona ra relacéo
100:20, 75% da CRA e bicaumento predominantemente fungico adicionado na quinta
semana — SC5% MB100/20 75% da CRA + | (5% SEM)), para as semanas 4 e 8,

respectivamente.

Figura 27. Visudizacdo de microorganismos degradadores para a condicdo 6, nas

semanas 4 e 8, respectivamente.

O teste foi consderado positivo a0 detectar a degradacdo visud da pelicula de
0leo ou pela presenca de turvacdo do meio, evidenciando o crescimento da microbiota
Para fins de comparacéo, foi utilizado um controle sem inéculo. A partir diso, foi
caculado o NMP de microorganismos degradadores por grama de solo

A Figura 28 mostra o NMP de microorganismos degradadores presentes nas
bandgas 1-10 durante as 8 semanas de teste. A quantificacdo foi feita tanto para os

microorganismos degradadores totais, quanto para fungos degradadores. A andlise de
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fungos degradadores foi redizada por melo do emprego do antibidtico cloranfenicol

(CLOR).
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Figura 28. Microorganismos degradadores presentes nos biorreatores estéticos

(Condigio 1: SC5% U100/10 50%CRA; Condigio 2: SC5% U100/10 50%CRA + | (12 SEM); Condigéo
3: SC5% U100/10 50%CRA + | (5* SEM); Condigio 4: SC5% 50%CRA + | (12 SEM); Condigio 5:
SC5% 50%CRA + | (52 SEM); Condigéo 6: SC5% MB100/20 75%CRA+ | (5* SEM); Condicio 7: SC5%
50%CRA; Condig& 8: SC1% U100/10 50%CRA + | (52 SEM) 75%CRA; Condigdo 7: SC5% 50%CRA;
Condiggo 8: SC1% U100/15 50%CRA + | (12 SEM); Condiggo 9: SC1% U100/15 50%CRA + | (5
SEM); Condiggo 10: SC1% 50%CRA)

A partir da Figura 28, é possivel observar a predominancia dos microorganismos
degradadores totais em relacdo aos fungos degradadores, principdmente, na oitava
Ssemana, mesmo para as condigBes 3, 5, 6 e 9, que tiveram a adicdo de inéculo fungico
na quinta semana. Isso demondra que, mesmo com O bicaumento redizado, a
populacdo bacteriana preva eceu frente aos fungos filamentosos.

A fim de avdiar a remocdo de hidrocarbonetos do petrdleo das amostras

dispostas em biorrestores estéticos, foi redlizada a andlise de HTP Finger Print no inicio
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e no find do processo hiolégico. Essa andise possbilitou identificar, pela distribuicdo
dos compostos encontrados, se 0 HTP teria origem de fato em combugtiveis fossais
(incluindo a predomindncia de gasoling, diesd ou dleos mas pesados), enquanto a
andise de TPH totd, redizada na segunda etapa, permitiu a interferéncia de outros
compostos organicos gerados no processo biol dgico.
Dessa forma, a Figura 29 mostra a remocéo de hidrocarbonetos derivados do
petréleo, calculadas araves da diferenca do HTP obtidos no inicio e no finad do teste,

paraas Bandgas 1-10.
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Figura 29. Remocdo de hidrocarbonetos derivados do petroleo para as Bandgjas 1-10.

Observando a Figura 29, é possivel verificar que as condigbes 7 e 10, que
representam 0s processos de atenuacdo natural monitorada (ANM) para os respectivos
solos contaminados com 5 e 1% m/m de petrdleo, apresentaram remocdo de HTP
equivalente a 49,56% e 40,96%, respectivamente. Dessa forma, condigdes como a 3 (SC

5% U100/10, 50% CRA + | 5°SEM) e 9 (SC 1% U100/15, 50% CRA + | 58EM), que
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apresentaram vaores de remogdo de HTP inferiores aos obtidos pelos processos de
ANM (controles), foram condderadas desfavoraveis para 0 processo  bioldgico.
Entretanto, as demais condigdes testadas (1, 2, 4, 5, 6 e 8) se sobressairam em eficiéncia
comparadas aos controles de ANM.

Entdo, a partir dos resultados apresentados na Figura 29, destacam-se as
condigdes 2 (uréia 100:10, 50% da CRA e bicaumento na 12 semanad) e 5 (50% da CRA
e bicaumento na 52 semana), para tratamento de amostras de lo contaminado com 5%
m/m de dleo cru; e a condicdo 8 (uréia 100:15, 50% da CRA e bicaumento na 12
semand) para emprego em testes de degradacdo em solo contaminado com 1% m/m de
contaminante. As condigdes 2, 5 e 8 apresentaram indices de remocdo de HTP
equivalentes a 74,86%, 69,67% e 88,59%.

Sendo assm, a condicéo 8 se destacou como a mais eficiente quanto a remogao
do contaminante. Esse resultado comprovou que um Sstema, com menor concentracéo
de dleo cru, permitiu uma maior remocdo do contaminante, ISt que, N0 NOSSO Caso, O
ssema com 1% m/m de petréleo (condicdo 8) agpresentou um indice de remogdo de
HTP maior do que a amostras contendo 5% m/m (condigdes 1-7).

Ainda na Figura 29, pode-se observar que a eficiéncia de remocéo de TPH das
condicdes 4 e 5 (65, 02% e 69,67%, respectivamente) com bicaumento nas primeira e
quinta semanas, foi mais favoravel do que a aplicacdo do bioestimulo na condicédo 1 (U
100:10), utilizada como Unica forma de tratamento, com remogdo em torno de 61% de
TPH. Além disso, 0 emprego do bicaumento na quinta semana (condicdo 5) foi
ligeiramente mais promissor para a biodegradacéo de HTP, do que a adicéo do indculo
no inicio do tratamento (condi¢do 4), para amostras sem corregdo de nitrogénio.

Vae dientar que, as condicbes 2 e 8, uma combinacdo de bicaumento e
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bioestimulo, apresentaram um abatimento do contaminante superior a quaquer outra
condicdo utilizada. No entanto, a condicéo 2 (74,86% de remocdo de TPH) foi apenas
ligeiramente superior a condicdo 5 (69,67% de remocdo de TPH), tratada unicamente
com bioaumento na quinta semana.

Asim sendo, dentre as condigbes testadas nos ensaios de biodegradacéo,
destacam-se 0 emprego da uréia na relacdo C:N 100:15, com 50% da CRA e adi¢do do
bicaumento, na primeira semana do tratamento, para amostras contaminadas, tanto com
1% m/m (condicdo 8), quanto com 5% m/m de contaminante (condicdo 2),
diferenciando-se, apenas, narelacéo C:N utilizada (100:10) para a condicéo 2.

Com base na andise anterior, pode-se inferir 0 seguinte a asociacdo
bioegtimulo-bicaumento se mostrou mais favoravel na biodegradacéo do petrdleo do
Que as técnicas empregadas individuamente o biaumento redizado no inicio do
processo gpresentou resultados mais satifatérios do que a adicdo posterior,
especidmente, quando associado ao bioestimulo.

Quanto a condicéo 6, adicionada de mamona na relagdo 100:20, com 75% da
CRA e bioaumento na 5% semana, pode-se dizer que foi capaz de sustentar a
biodegradacéo de petroleo, apresentando uma remogéo cerca de 57,11%.

De quaquer forma, deve ser destacado, no presente trabalho, o emprego da uréia
como fonte de nitrogénio, em processos de degradacéo utilizando biorreatores estéticos.
Como ja foi comentado, a condi¢do 6, que teve a adi¢do da torta de mamona, apresentou
resultados de remocgdo do poluente inferiores as condigdes 1 e 2 que utilizaram uréa no
processo de bioestimulo, para 0 solo com 5 % m/m de petrdleo. I1sso confirma o que ja
havia sdo detectado na segunda etapa dos testes. apesar das amostras, contendo

mamona, terem apresentado resultados animadores nos ensaios em MmicrocosMos, O
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monitoramento redizado por meio da evolucdo de gas carbdnico exibiu limitagdes
ggnificativas. Portanto, a determinacdo de HTP, mais uma vez, se gpresentou como
ferramenta mais adequada no acompanhamento dos processos de biorremediacgo.

Segundo BENTO et al. (2005), a melhor performance do bicaumento pode ser
aingida pelo emprego dos microorganismos, que jA estéo presentes no solo, e peo
aumento da densdade da populacdo microbiana. A partir desse pressuposto, 0 aumento
da comunidade microbiana especifica, em conjunto com a adicdo de nutrientes,
promove uma redugdo substancial no tempo de tratamento. No artigo em questéo, foi
obtida uma maior degradacdo de HTP das fraghes leves (75,2%) e pesadas (72,7%),
para um solo contaminado com Oleo diesdl, proveniente de Long Beach, quando
utilizada a técnica do bicaumento, em comparacdo as técnicas de atenuacéo naturd e
bioestimulo, também empregadas. 1sso comprova a eficiéncia da prética do bioaumento,
relatada na literatura, e confirma que os indices de remocéo de hidrocarbonetos séo
satisfatorios, de acordo com o artigo supracitado.

Por outro lado, DEL’ARCO e FRANCA (1999), utilizaan um consircio
microbiano, obtido de um landfarming e associado aos microorganismos indigenas, para
0 processo de biorremediacdo de um sedimento arenoso, contendo Oleo leve. A adicdo
do in6culo, no comego do experimento, resultou num aumento de 31 % de €ficiéncia na
remocdo da fracdo pesada do Oleo, quando comparada a amostra sem bicaumento. 1sso
mostra que a introducdo de uma cultura exégena também pode estimular 0 processo de
biodegradacéo.

OLIVEIRA e LEMOS (2005) avdiaram as condigbes de biodegradacdo de um
solo contaminado com 5% (m/m) de petrdleo, por meio das técnicas convencionas de

bicaumento e bioestimulo. Foi redizado um bicaumento fangico, utilizando uma
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espécie isolada (Aspergillus versicolor) numa concentracdo de 25% viv da CRA. As
fontes de nitrogénio empregadas no bioestimulo foram uréia (U) e extrato de levedura
(EL), nas seguintes relagdes C/N: 100:10 e 100:20 para U e 100:10 e 100:25 para EL. O
acompanhamento do processo de biodegradacéo foi realizado por cromatografia gasosa.

Por meio da dosagem de CO,, foi obsarvado que o inéculo fungico trouxe um
deito podtivo a0 processo de degradacdo, principdmente, para as amostras
bicestimuladas. Assm, foi redizada a andise de HTP para as condigbes determinadas
como mais €ficientes na producdo de CO,. O resultado foi mais satisfadrio quando
utilizadas as relagbes de C:N 100/10 associadas a0 bicaumento fangico, tanto para U
(39,30%) como para EL (39,4%). Cabe ressaltar que 0 emprego de ambas as fontes
organicas de nitrogénio, em conjunto com a praica do biocaumento, provocaram um
aumento em torno de 57% na lemoc¢do de HTP, em relacdo a amostra controle. Nesse
trabaho, assm como no noso estudo, foi comprovada a eficdcia do emprego do
bioetimulo, sob a forma de uréia, especidmente, em associacdo a técnica de
bicaumento fungico.

HAMDI et al. (2007) empregaram 0s seguintes tratamentos para a remogéo de
HPA (hidrocarbonetos poliarométicos) a partir de solos contaminados com fracOes
pesadas. 1) bioaumento pela adicdo de solo contaminado com HPA recdcitrante (SCR),
contendo degradadores indigenas ativados, associacdo de bioaumento/bioestimulo por
incorporacéo de lodo de esgoto (LE) e palha de arroz degradada (PAD). Os tratamentos
produziram maior remocédo do poluente do que o solo contaminado né corrigido,
especialmente, na presenca de PAD ou SCR (>96%), 0 que demondra a eficacia das
técnicas de bioaumento e bioestimulo, em conjunto ou separadas.

TRINDADE et al. (2005) redizaam uma comparacdo na eficiéncia de
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biodegradacd de dois solos, um recentemente contaminado, e outro intemperizado,
apos a aplicacdo das técnicas de bhicaumento e bioestimulo. Ambos os solos,
provenientes do Brasl, estavam contaminados com 5,4% de hidrocarbonetos totais do
petrdleo (HTP). A maior €eficiéncia de biodegradacdo (7,4%) e a maior porcentagem de
remocdo de HTP (14,3%) foi dingida paa o solo contaminado intemperizado
(contaminado h& quatro anos) apds 41 dias de tratamento. Esse fato pode ser explicado
pela presenca de um consbrcio microbiano nativo, mehor adaptado, no solo
intemperizado, capaz de promover resultados de descontaminacdo mas ggnificativos
do que no sistema contaminado recentemente.

Isso mostra que, no presente trabaho, o resultado de remogdo — acima de 70%
de reducéo de HTP para as melhores condigbes — foram muito satisfatérios, ainda mais,
s levamos em condderacdo, que 0 solo em estudo tinha dSdo recentemente
contaminado. Segundo o artigo, de TRINDADE et. al. (2005), ambos os solos
(contaminado recentemente e o intemperizado), submetidos ao tratamento, apresentaram
eficiéncia de degradacéo agproximadamente duas vezes maior do que 0S processos de
aenuacdo naturd. NO nosso caso, 0 mesmo fol observado para as condigOes
empregando solo contaminado com 1% m/m de petrdleo. A condicdo 8 — com uréa na
rdlacdo 100:15 e bicaumento redizado na primera semana — apresentou 0 dobro da

remocao (88,5%) do que 0 processo de atenuacdo natural monitorada (41%).

4.3.4 QUARTA ETAPA: ENSAIOS DE ECOTOXICIDADE AGUDA

Na Ultima etepa, foi redizada a avaiacdo da quaidade do solo contaminado por

meio de ensaios de toxicidade aguda com ninhocas. O objetivo era avdiar o impacto
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toxicologico, sobre os organismos terrestres, das diferentes concentragbes do poluente
presentes no solo — lote 4 (1% m/m de petroleo) e lotes 2, 3 e 5 (5% m/m de petrdleo),
dém do comportamento das fontes de nitrogénio — lotes 3 (uréia 100:10) e 5
(mamonal00:20) — empregadas no tratamento biolégico do sstema contaminado. O lote
1 (solo virgem) e o lote 6 (solo artificiad) foram empregados como controles.

O primero parametro avdiado foi o indice de letdidade, conforme mostra a

100 1
75 1
50 - | indice de mortalidade (%)]
25 1
0 — - : : : .
1 2 3 4 5 SA.

Lotes

Figura 30.

Figura 30. indice de letdidede das minhocas adicionades aos lotes para avaiacio

ecotoxicolégica.

No ensaio de toxicidade aguda, o solo artificid (S.A.), nossa amostra-controle,
goresentou um indice de letdidade equivaente a 7%. Sendo assm, segundo RAMOS et
al. (2007) o teste pode ser aceito, ja que mortaidade no controle foi inferior a 10%.

Dessa forma, destacam-se os lotes 3 e 5, correspondentes ao solo contaminado

acrescentados, respectivamente, de uréa, na relacdo C:N 100/10, e torta de mamona, na
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relacéo 100:20, por agpresentarem dta letalidade (100%) quando comparados ao lote 1,
contendo solo virgem (0% de morte). Vae ressdtar apds 24h do inicio do teste, as
minhocas presentes no lote 5 (torta de mamona) apresentaram comportamento de fuga,
indicando a funcdo de habitat limitada para a amostra em questéo.

Segundo  GOULART et al. (2004), os andideos liberam substancias
nitrogenadas pelos poros e nas excretas. Por conta disso, os autores redizam um
experimento com o objetivo de comprovar 0 qudo toxicas sd0 edtas substancias, uma
vez contidas no solo provenientes de adubagOes foliares. Foi empregada a minhoca
vameha da Cdiférnia Eisenia foetida, devido sua boa adaptacdo ao esterco de gado
curtido como substrato alimentar e por ser a espécie mais utilizada para a pratica da
minhocultura. Em 8 caixas, contendo 30 L de esterco, colocou-se 200 g de minhocas
por recipiente. Procedeurse a rega de quatro caixas, a cada trés dias, com uma solugéo
de uréa na concentragdo de 10% (m/v). Os demas recipientes, utilizados como
controle, foram regados apenas com agua, obedecendo 0 mesmo intervalo de tempo.
Obteve-sg, ja na primeira semana, a morte de 70 % das minhocas do primeiro grupo,
enquanto no segundo, o desenvolvimento ocorreu normamente. Concluiv-se que as
minhocas N0 conseguiram sobreviver, em subgtratos que contenham esta concentragéo
de uréia Isso comprova a senshilidade, diagnogticada no presente trabaho, das
minhocas diante das fontes de nitrogénio.

Ao andisarmos os lotes 2 e 4, contendo, respectivamente, 5 e 1 % m/m de
petréleo, observamos que o indice de letdidade ndo foi significativo, com porcentagens
iguais a 3,3 e %. As amostras sG0 consderadas toxicas somente quando o indice de
mortaidade ultrgpassa 50%. Assim, pode-se concluir que as estratégias adotadas para

promover a degradacdo do petréleo — no caso, a incorporacdo das fontes de nitrogénio —
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foram mais agressivas a quaidade do solo do que o préprio contaminante,

A literatura descreve trabahos sobre avaliagcdo ecotoxicoldgica do solo, na
presenca dos contaminantes, gpGs tratamento bioldgico. Alguns estudos empregam
outros organismos terrestres, diferentes das minhocas, para obtencdo do nive de
letalidade (HAMDI et al., 2007).

Em relacdo a andlise da perda de biomassa das minhocas, consideramos como
referéncia o solo virgem (lote 1). Os lotes avdiados foram agueles com indice de
mortaidade inferior a 50%, no caso, os lotes 2 e 4, que representam solos contaminados
com 5 e 1% m/m de petrdleo, respectivamente. Os resultados sGo apresentados na

Figura 31.

40

30 1

201 OPerda de Peso (%) |

10 1

Lotes

Figura 31. Perda de biomassa das minhocas nos lotes 1, 2 e 4.

De acordo com a Figura 31, as perdas de biomassa para 0os solos contaminados
com as duas diferentes concentragdes de dleo cru (lotes 2 e 4) foram semehantes ao

resultado obtido para o solo virgem (lote 1). Dessa forma, os solos contendo 5 e 1%
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m/m de petréleo ndo foram considerados tdxicos para os testes de letdidade e perda de
biomassa redlizados.

SISINNO et al. (2006) também avaliaam o0 impacto do petrdleo sobre a
qudidade do solo e seus organismos. Amodras de aeas contaminadas por
hidrocarbonetos, originadas de uma garagem de Onibus (Amostra 1), um posto de
sarvicos e abastecimento (Amostra 2) e uma &rea com derramamento de deo (Amostra
3), foram avdiadas por melo de ensaios de comportamento com minhocas da espéecie
Eisenia fetida. Foram redlizados testes de comportamento, letalidade e reproducéo. No
ensaio de letalidade (toxicidade aguda), os 30 organismos expostos ao solo mntaminado
morreram, indicando ata mortdidade (100%) quando comparada ao controle (0% de
morte). Segundo os autores do trabaho, os ensaios redizados com minhocas —
adaptados com 0 uso de solos de &eas contaminadas — podem ser aplicados na
complementacdo da avaliacdo de areas contaminadas por hidrocarbonetos.

Entretanto, deve-se ressdtar que varidveis relacionadas a composicdo do solo a
ser testado precisam ser sempre bem avaiadas, se 0 objetivo dos ensaios for a avdiacéo
da toxicidade com amosiras naturals, sem a necessdade de mistura com o solo artificid.
Esses ensaios poderdo ser aplicados na avaiacdo de risco ecoldgico para verificar o
grau de injUria aos organismos representantes do ecossstema afetado e sua capacidade
de encontrar condigbes de se estabedecer novamente em uma aea comprometida por
contaminacdo quimica (SISINNO et al., 2006).

Segundo SISINNO et al. (2006), ensaios também poderéo auxiliar na
avaliacdo da capacidade de recuperacéo ecolégica de uma area, gp0s processo de
descontaminagéo. Atuamente, a efetiva descontaminagdo de uma &ea € avdiada gpenas

por andises quimicas. Entretanto, ndo se pode dirmar que as concentracOes
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remanescentes dos contaminantes ainda ndo sgam téxicas para 0s organismos do solo
ou, mesmo, que 0 uso de substancias, durante o processo de remediacdo da area, ndo

possa ter afetado seu equilibrio ecolGgico, como parece ter Sido 0 NOSSO caso.



110

CAPITULO 5: Conclusdes e Sugestdes
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5.1 CONCLUSOES

» PRIMEIRA ETAPA: ENSAIO PRELIMINAR

- A partir da quantificacdo de microorganismos presentes no solo, durante o processo de
aenuacd natura monitorada, detectourse que, na quinta e sexta semanas do
experimento, houve um aumento na populacdo fungica e um decréscimo no numero de
microorganismos  heterotréficos  totais, possvelmente, ocasionado pela competicdo
fungos-bactérias. Dessa forma, a quinta semana foi eeta como o momento adequado
para execucdo de um hicaumento predominantemente fungico no solo, na terceira etapa

do trabal ho.

- Foram sdecionadas as CRA’s de 50% e 75% para a proxima fase de testes, por
promoverem o0 aumento da microbiota fungica, especidmente, na quinta e sexta
semanas. Além disso, levorse em conta 0 gasto de um menor volume de &gua e,

consequentemente, menor geracao de residuo.

- A andise de deos e graxas (OG) ndo identificou uma reducéo dgnificativa na
concentracéo inicial do poluente, no decorrer das dez semanas. As possibilidades que
justificaram a auséncia de degradacdo durante o0 processo de atenuacdo natura
monitorada foram: os microorganismos  utilizaaam outra fonte de carbono, mas
assmilavel que o dleo cru, como fonte de energia — provavelmente, a propria matéria
organica do solo —; ou o limite de deteccéo da técnica ndo permitiu gpurar um nive de

degradacao téo baixo.
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» SEGUNDA ETAPA: EXPERIMENTOS EM MICROCOSMOS

- As condigbes com bioestimulo, testadas na segunda etapa, empregando tanto uréia,
como torta de mamona, como nutrientes adicionais, nas reagdes C:N 100/10 e 100/20,

produziram uma maior evolucdo de gas carbdnico do que as condicBes de atenuacdo
naturd (ANM).

- No testes em microcosmos, observouse uma producéo de gés carbdnico quatro vezes
maior, N0 minimo, para as amodtras corrigidas com mamona do que paa aguelas
contendo uréa. Dessa forma, 0 emprego da torta da mamona, como nutriente no
processo de biorremediaco, se destacou como 0 mais eficiente.

- A andise edatidica indicou que os fatores (fonte de nitrogénio, concentracdo do
nutriente e CRA) e a interacdo entre ees influenciaram edadidicamente na variave de
resposta. E vdido ressdtar que a influéncia, nos resultados de carbono removido, foi
maior para o fator fonte de nitrogénio.

- As condi¢bes selecionadas como promissoras na biodegradacéo do solo contaminado,
pelo méodo da andise de gaés carbbnico gerado com desconto dos respectivos
controles, foram as amostras contendo uréa 100/10 e mamona 100/20, ambas com 50%
de CRA.

- Por melo da andise de hidrocarbonetos totais do petrdleo (HTP), a condicdo
empregando uréia na rlacdo C:N 100/10 e 50% da CRA, mostrou um incremento maior
na remocgdo de petrdleo (62,34%) comparada a amostra com mamona na relacdo C:N

100/20 e 50% da CRA (54,40%).

- A técnica de determinacdo de gés carbOnico, por cromatografia gasosa, se mostrou

limitada, ja que considera gpenas o0 produto fina do processo de minerdizacdo do
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petrdleo. Assm, a determinacdo de HTP foi condderada a andise mais confiavel, por

refletir uma Stuacdo mais real da degradacéo do contaminante presente nas amostras.

> TERCEIRA ETAPA: ENSAIOS EM BIORREATORES ESTATICOS

- O ensao de biodegradacéo foi monitorado pela quantificacd dos microorganismos
degradadores (heterotroficos totais e fungos), por meio da técnica de nimero mas
provdvd (NMP). Neste ensaio, observourse a predomindncia dos microorganismos
degradadores totais em relacdo aos fungos degradadores, principdmente na oitava
semana, mesmo para as condicdes que tiveram a adicdo de indculo fungico na quinta
semana. Isso demongtrou que, mesmo com O bioaumento redizado, a populacdo
bacteriana preva eceu frente aos fungos filamentosos.

- Foi comprovada a €ficiéncia da adicdo do bicaumento, ja que as condigbes
referenciadas como mais promissoras (2, 5 e 8) apresentaram maior remocdo do
contaminante (74,86%, 69,67% e 88,59%, respectivamente), quando comparadas com a
condicdo 1, que ndo teve adicdo do indculo, com remocdo de, aproximadamente, 61%
deHTP.

- Um sgema com menor concentracdo de dleo cru permitiu uma maior remogéo do
contaminante, viso que, N0 NOSO caso, 0 Sstema com 1% m/m de petrdleo (condicédo
8) apresentou um indice de remocdo de HTP maior do que a amostras contendo 5%
m/m (condigdes 1-7)

- A asociacdo bioestimulo-bicaumento se mostrou mais favoravel nos resultados de
biodegradac@o do petrdleo do que as técnicas empregadas individua mente,

- O bicaumento, redizado no inicio do processo, apresentou resultados mas
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satisfatdrios, do que o efetuado na quinta semana, principamente, quando acompanhado
de bioestimulo, como foi 0 caso das condicdes 2 e 8, em relacéo as demais.

- A condicdo 6, que teve a adicdo da torta de mamona, apresentou resultados de
remocéo do poluente inferiores as condigbes 1 e 2 que utilizaram uréa no processo de
bioestimulo, para 0 s0lo com 5 % m/m de petrdleo. Isso confirma a limitagdo do
monitoramento redizado por meio da evolugdo de gés carbbnico, discutido na segunda

etapa.

» QUARTA ETAPA: ECOTOXICIDADE

- Os lotes 3 e 5, correspondentes a0 solo contaminado acrescentados, respectivamente,
de uréia, na relacdo C:N 100/10, e torta de mamona, na relacdo 100:20, apresentaram
dta letdidade (100%) quando comparados ao lote 1, contendo solo virgem (0% de
morte).

- Nos lotes 2 e 4, contendo, respectivamente, 5 e 1 % m/m de petrdleo, o indice de
letdidade néo foi sgnificativo, com porcentagensiguais a 3,3 e 0%.

- As edratégias adotadas para promover a degradacd do petrOleo — no caso, a
incorporacdo das fontes de nitrogénio — foram consideradas mais agressivas a quaidade

do solo do que o préprio contaminante.
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5.1 SUGESTOES

- Repetir os tratamentos de biodegradacdo, empregando os biorreatores estéticos, por
um periodo mais longo (10 semanas, pelo menes), com o intuito de verificar uma maior
remocao do contaminante.

- Avdia a toxicidade das fontes de nitrogénio, utilizando outros organismos diferentes
das minhocas.

- Tesar a adicdo do bicaumento em momentos diferentes dos que foram avaliados no
presente trabaho. As primeras seis semanas se mostraram malS promissoras para a
inclusdo do indeulo.

- Avdiar a contribuicdo de rgeitos ricos em nitrogénio, provenientes de uma indigtria
dimenticia, como nutrientes em testes de biorremediacdo, empregando a técnica de
bioestimulo.

- Repetir as melhores condigbes definidas pelos testes de biodegradacéo, em reator
tipobandgas. O uso do equipamento deveria permitir, principamente, o controle de
dgumas varidveis, tas como: controle datemperatura, correcdo de umidade, bem como
ainjecdo dear.

- Produzir um inéculo mais €ficiente, por meio do cultivo da microbiota, extraida do
solo, em meio contendo petrdleo ou derivados, a fim de privilegiar 0 crescimento das
espécies degradadoras, tanto bacterianas, quanto fungicas.

- Redizar uma avdiacdo ecotoxicolégica das amostras de solo, apbs tratamento
biolégico, para avdia a toxicidade do materid, empregando minhocas ou outros

organismos terrestres.
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ANEXO A

Tabela 1A. Rotina de Fertilidade das tortas de mamona
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RotinadeFertilidade | TortadeMamona A | Tortade Mamona B
Na 0,135 0,248
Ca 13,5 10,5
Mg 8,0 7,0

K 2,87 1,56
H+Al 9,5 10,0
Al 0,00 0,00
S 24,51 19,31
T 34,01 29,31
\ % 72 66
pH H,O 1:25 75 8,7
Corq (%) 14,7 13,7

A=marcaA; B=marcaB

Tabela 2A. Evolucéo de gas carbdnico (umol) para as condicdes 1-6

Tempo | Condicéo | Condicdo | Condicdo | Condicdo | Condicdo | Condicdo

(dias) 1 2 3 4 5 6
0 0 0 0 0 0,00 0
1 260,92 297,45 197,16 228,20 117,44 | 240,90
2 590,39 759,90 430,82 578,20 270,48 | 537,47
3 882,67 1119,08 616,33 895,05 346,95 | 739,60
4 1166,47 1553,81 855,51 1379,71 416,23 941,74
7 2540,99 | 3269,00 | 2847,10 | 422355 | 618,91 | 1491,88
9 367537 | 480158 | 5116,53 615359 | 763,13 | 1955,99
11 4837,53 | 6285,70 | 6848,99 7303,30 | 877,09 | 2258,44
14 5791,49 | 7573,62 | 8300,72 7943,84 | 980,78 | 2522,84
16 6782,23 | 8904,45 | 9477,03 8530,51 | 1053,28 | 2738,50
18 7788,21 | 10224,90 | 10487,38 | 9031,24 | 1121,73 | 2953,76
21 9026,38 | 11506,66 | 11068,41 | 9398,09 | 1193,29 | 3198,10
23 9917,77 | 12339,37 | 11484,22 | 9708,80 | 125547 | 3353,81
28 10853,91 | 12864,49 | 11791,08 | 10033,67 | 238,26 | 3535,18
30 11749,03 | 13270,20 | 12047,54 | 10344,77 | 276,64 | 3652,94
32 12538,81 | 13623,82 | 12259,67 | 10676,30 | 330,71 | 3780,30
35 13298,31 | 14009,02 | 12456,60 | 11009,54 | 379,28 | 3924,98
37 13802,84 | 14342,37 | 12636,19 | 11308,23 | 460,80 | 4015,34
39 14139,97 | 14625,38 | 12785,22 | 11546,67 | 530,35 | 4096,31
42 14545,14 | 14996,86 | 12963,08 | 11836,11 | 566,88 | 4228,01
44 14817,37 | 15278,23 | 13097,17 | 12040,68 | 620,65 | 4427,14




Tabela 2A. Evolugéo de gés carbdnico (umol) para as condigbes 7-12
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Tempo | Condicgdo | Condicdo | Condicdo | Condicdo | Condicdo | Condicao
(dias) 7 8 9 10 11 12

0 0,00 0 0 0 0 0
1 199,08 293,78 211,37 364,23 155,43 256,10
2 393,29 686,22 490,56 864,05 347,63 704,89
3 524,61 931,46 679,46 121054 | 512,38 1198,84
4 651,29 122253 873,74 1582,06 | 748,64 1841,89
7 1162,52 | 2500,79 1590,17 | 2830,19 | 1880,50 | 3942,80
9 1637,82 | 3703,81 2124,08 | 3722,80 | 2813,69 | 5565,98
11 2035,96 | 4742,27 2557,79 | 4432,27 | 348049 | 6752,75
14 2488,09 | 5871,48 298555 | 4992,00 | 4150,26 | 7624,51
16 2872,75 | 6623,70 | 3490,48 | 5634,00 | 4741,95 | 8389,04
18 3286,25 | 7326,28 | 4017,36 | 6228,34 | 529257 | 9021,78
21 3892,04 | 8119,69 | 4656,06 | 6924,32 | 582224 | 9456,64
23 4341,21 | 8597,75 5109,49 | 752591 | 6249,31 | 9853,07
28 4928,07 | 9239,64 | 553452 | 8143,88 | 6654,31 | 10204,78
30 5311,19 | 9524,52 5846,55 | 8633,72 | 6980,49 | 10542,29
32 5704,00 | 9958,21 6154,28 | 9113,20 | 7247,49 | 10839,52
35 6159,37 | 10082,23 | 6447,48 | 9570,23 | 7469,78 | 1112280
37 6472,61 | 10715,06 | 694507 | 9993,69 | 7680,49 | 11390,81
39 6747,26 | 10983,46 | 7377,26 | 10337,32 | 7826,21 | 11586,24
42 7203,19 | 11141,12 | 7857,59 | 10795,99 | 7981,13 | 11785,79
44 7879,80 | 11549,214| 8221,49 | 11107,98 | 8098,50 | 11936,01




Tabela 3A. Evolucdo de gés carbonico (umol) para as condicles 13-18
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Tempo | Condicdo | Condicéo | Condicdo | Condicao | Condicdo | Condicéo
(dias) 13 14 15 16 17 18
0 0 0 0,00 0 0,00 0,00
1 1169,35 | 2172,16 | 1966,44 | 376345 | 155,17 240,90
2 2681,74 | 5056,08 | 5598,65 | 7660,36 | 321,56 627,94
3 4088,88 | 8062,18 | 8889,52 | 11470,43 | 446,51 980,22
4 7387,02 | 12031,58 | 12545,45 | 16161,67 | 948,60 211220
7 10589,68 | 15457,58 | 16149,74 | 19651,99 | 1168,61 | 245317
9 13801,19 | 19039,37 | 19771,67 | 23431,27 | 1400,42 | 2788,87
11 16756,14 | 22460,36 | 23235,95 | 27319,48 | 1625,85 | 3145,66
14 19685,49 | 25712,02 | 26492,17 | 31326,84 | 1788,54 | 3415,06
16 2194955 | 28573,89 | 29513,58 | 34660,84 | 1880,05 | 3585,90
18 24851,88 | 31771,88 | 32508,04 | 38422,20 | 2042,19 | 3898,99
21 26977,26 | 35230,86 | 35462,32 | 41772,32 | 2157,81 | 4261,37
23 28256,77 | 38500,95 | 37687,90 | 44594,14 | 2215,03 | 4481,20
28 30294,61 | 42011,61 | 40592,93 | 48183,61 | 885,92 | 4847,00
30 34026,13 | 45235,82 | 44687,45 | 51471,26 | 1339,67 | 5108,34
32 37662,79 | 48430,36 | 49026,21 | 54651,34 | 1681,11 | 534255
35 41295,24 | 51737,75 | 53653,26 | 57987,78 | 2101,30 | 5650,22
37 44551,83 | 54730,05 | 57422,46 | 61050,51 | 2578,11 | 5856,45
39 47490,49 | 57279,16 | 60688,90 | 63782,72 | 2864,47 | 5997,33
42 50499,21 | 60172,94 | 64156,80 | 66630,75 | 3227,62 | 6205,66
44 52810,38 | 63037,07 | 67340,45 | 69477,99 | 345393 | 6475,02
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Tabela 4A. Evolucdo de gas carbdnico (umol) para as condigdes 19-24
Tempo | Condicéo | Condicdo | Condicéo | Condicao | Condicdo | Condicdo

(dias) 19 20 21 22 23 24
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 15513 | 37539 | 842,48 | 2040,59 | 111572 | 334929
2 32255 | 772,15 | 2160,67 | 4582,74 | 3193,83 | 7069,06
3 478,04 | 1140,19 | 3191,02 | 7567,61 | 4838,00 | 10733,43
4 1155,35 | 299525 | 6586,97 | 11647,63 | 8532,34 | 1523457
7 1610,34 | 4304,60 | 8381,02 | 15224,98 | 12160,75 | 19094,89
9 2276,95 | 5911,83 | 10228,03 | 18972,88 | 15547,13 | 23061,28
11 3159,01 | 7751,59 | 12100,14 | 22517,88 | 18757,34 | 26850,85
14 4015,88 | 9156,14 | 13511,73 | 25936,90 | 21627,27 | 30625,96
16 4597,16 | 10045,54 | 14333,65 | 29014,74 | 23499,49 | 34038,54

18 5523,33 | 11538,51 | 16014,95 | 32562,11 | 26148,83 | 37938,75
21 6072,23 | 12371,18 | 17072,50 | 35876,75 | 27706,94 | 41490,08
23 6426,48 | 12899,38 | 18020,37 | 39031,95 | 28414,09 | 44279,47
28 6996,77 | 13878,37 | 20374,91 | 42604,11 | 29503,47 | 47815,37
30 7437,73 | 14824,02 | 22889,25 | 45852,29 | 33020,58 | 51818,11
32 7878,32 | 15641,95 | 25655,42 | 48968,75 | 36746,93 | 55543,50
35 8446,27 | 16765,04 | 28987,33 | 52325,00 | 40695,43 | 59351,69
37 9554,39 | 17532,61 | 32644,08 | 55295,22 | 44260,78 | 62541,09
39 10119,52 | 18025,23 | 35923,55 | 56921,35 | 47299,58 | 65057,75
42 10771,08 | 18657,67 | 39114,42 | 58777,83 | 50050,46 | 67937,79
44 11184,89 | 19326,51 | 41492,79 | 60574,28 | 52250,83 | 71172,13

Tabela 5A. NUmero mas provaved por grama de solo (NMP/g solo) dos
microorganismos degradadores.
Bandgas | Tempo zero | Semana 2 | Semana 4 | Semana 6 | Semana 8

Bl 8,74E+02| 2,36E+02| 5,70E+05| 9,12E+04| 7,98E+06
B2 9,12E+03| 8,74E+02| 1,63E+05| 9,12E+04| 1,06E+06
B3 1,63E+03| 3,53E+03| 3,53E+05| 9,12E+04| 7,98E+06
B4 1,63E+03| 2,77E+04| 1,63E+06| 9,12E+05| 9,12E+07
B5 3,53E+03| 1,63E+04| 9,12E+05| 9,12E+05| 7,98E+06
B6 1,63E+04| 9,12E+06| 3,53E+05| 9,12E+06| 1,10E+07
B7 1,63E+03| 9,12E+03| 5,70E+04| 1,48E+06| 1,03E+06
B8 9,12E+03| 1,63E+04| 9,12E+04| 3,53E+05| 1,75E+07
B9 3,53E+03| 7,98E+03| 5,70E+04| 4,18E+05| 9,12E+07
B10 8,74E+02| 3,53E+03| 1,63E+05| 1,63E+05| 1,03E+06

B1CLOR 1,63E+03| 7,98E+03| 9,12E+04 | 2,77E+05| 9,12E+04
B2 CLOR 9,12E+03| 5,70E+03| 3,53E+04| 9,12E+04| 1,63E+05
B3 CLOR 9,12E+03| 5,70E+03| 9,12E+04| 8,74E+04| 3,53E+05
B4 CLOR 3,53E+03| 9,12E+03| 1,63E+04| 9,12E+05| 1,63E+06
B5 CLOR 3,53E+03| 9,12E+03| 9,12E+03| 4,18E+04| 1,63E+04
B6 CLOR 1,63E+03| 3,53E+03| 4,56E+06| 4,18E+07| 7,98E+05
B7 CLOR 3,53E+03| 9,12E+03| 9,12E+03| 7,98E+04 | 9,12E+03
B8 CLOR 3,53E+03| 2,77E+04| 9,12E+03| 3,53E+04 | 9,12E+04
B9 CLOR 1,63E+03| 2,77E+03| 9,12E+04 | 3,53E+03| 1,14E+05
B10CLOR| 9,12E+03| 3,53E+03| 9,12E+03| 3,53E+05| 7,98E+04




Tabela 6A. Quantificacéo de hidrocarbonetos por andlise de HTP Finger Print.

Inicial (mg/kg) Final (mg/kg)
Bandgas| n-alcanos| HTP |n-alcanos| HTTP
B1 870,7 | 716564 | 313,95 |2761,04
B2 849,95 | 6930,27 | 202,96 |1742,03
B3 1218,61 | 12698,92| 888,97 |6974,97
B4 668,38 | 6040,91 | 345,63 |2113,12
B5 993,56 | 8339,01 | 282,88 | 2529,1
B6 721,34 | 9783,27 | 181,14 |4196,44
B7 1203,26 |12486,64| 792,06 |6298,06
B8 1011,65 | 10676,72| 135,49 |1218,61
B9 141,98 | 1310,89 | 147,99 |1310,93
B10 199,16 | 1890,18 | 129,56 1116
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